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Ovrednotenje vpliva aktivacije z AMP aktivirane protein kinaze na inflamasom 
NLRP3 
Povzetek: Inflamasom NLRP3 je večproteinski kompleks prirojene imunosti in služi za 
aktivacijo kaspaze 1, ki proteolitično aktivira IL-1β, IL-18 in gasdermin D. Po aktivaciji 
NLRP3 se zreli obliki interlevkinov sprostita v okolico celic preko por gasdermina D ali 
zaradi nekroze in sprožita vnetje. Sestavljanje kompleksa sprožijo mnogi PAMP-i in 
DAMP-i, ki delujejo po kanonični, nekanonični ali alternativni poti aktivacije NLRP3. 
Delovanje inflamasoma NLRP3 je povezano tudi s sterilnim kroničnim vnetjem v 
starosti in spremlja starostne bolezni, kot so diabetes tipa 2, Alzheimerjeva bolezen ter 
ateroskleroza. Trenutno še ni jasno, katera od aktivacijskih poti inflamasoma sodeluje 
pri tem učinku, slabo pa je razjasnjena tudi sama regulacija delovanja inflamasoma 
NLRP3. Namen našega dela je bil sistematično ovrednotiti učinek spojin, ki 
podaljšujejo življenje, na kanonično, nekanonično in alternativno aktivacijo 
inflamasoma NLPR3, da bi pridobili informacije o regulaciji delovanja NLRP3 pri 
staranju. Za delo smo izbrali spojine, ki so preko aktivacije AMPK ali avtofagije 
podaljšale življenjsko dobo modelnih organizmov. Pri celicah iBMDM smo uspešno 
vzpostavili protokol za nekanonično aktivacijo NLRP3 s transfekcijo LPS in protokol za 
alternativno aktivacijo NLRP3 s peptidoglikanom. Pokazali smo, da rapamicin, 
spermidin, spermin, resveratrol, kurkumin, metformin, AICAR in PT-1 inhibirajo 
zorenje IL-1β pri nekanonični aktivaciji NLRP3. Večina teh spojin je inhibirala tudi 
zorenje IL-1β pri alternativni aktivaciji NLRP3, vendar smo predvsem za spermin in 
spermidin pokazali, da ob daljši inkubaciji lahko delujeta citotoksično. Pri kanonični 
aktivaciji NLRP3 smo spremljali zorenje IL-1β le za metformin, spermidin in spermin, 
kjer smo sicer za spermin in spermidin opazili znižanje procesiranja IL-1β, vendar smo 
hkrati opazili tudi citotoksičnost pri danih pogojih. Zanimivo je posredni aktivator 
AMPK metformin nasprotno celo povečal celični odziv pri kanonični aktivaciji NLRP3.  
Drugi namen naloge je bil pripraviti celično linijo iBMDM, ki inducibilno izraža 
konstitutivno aktivno AMPK, pri kateri bi lahko preučevali učinek AMPK na NLRP3. Z 
molekulskim kloniranjem in retrovirusno transdukcijo smo uspešno pripravili celični 
liniji CA/iBMDM in nCA/iBMDM. Obe liniji izražata konstitutivno aktivno AMPKα1 
(1-312) T183D, ki pa se razlikujeta na N-koncu. Pri obeh linijah smo s prenosom 
western potrdili, da lahko z doksiciklinom induciramo sintezo encimov CA-AMPK 
oziroma nCA-AMPK. Fiziološke aktivnosti encimov še nismo uspeli enolično potrditi, 
sta pa oba encima nakazala učinek na fosforilacijo ACC po indukciji z doksiciklinom. 
Pri delu smo določili dobre kandidate za nadaljnje testiranje inhibicije NLRP3 in 
preučevanje njegove regulacije pri vnetju, ki spremlja staranje. Poleg tega smo 
pripravili celični liniji, pri katerih bi lahko po optimizaciji indukcije preučevali učinek 
AMPK na delovanje inflamasoma NLRP3. 
Ključne besede: NLRP3, inflamasom, staranje, AMPK, avtofagija  
 
 
Characterization of the effect of AMP-activated protein kinase activation on the 
NLRP3 inflammasome 
Abstract: NLRP3 inflammasome is a multiprotein complex of innate immunity that is 
used to activate caspase 1, which proteolytically activates IL-1β, IL-18 and gasdermin 
D. After the activation of NLRP3 the interleukins are released through gasdermin D 
pores or by necrosis and trigger inflammation. Inflammasome assembly is triggered by 
many PAMPs and DAMPs, which act via the canonical, non-canonical or alternative 
NLRP3 activation pathway. NLRP3 inflammasome activity is also connected with 
inflammaging and accompanies geriatric diseases such as type 2 diabetes, Alzheimer's 
disease and atherosclerosis. It is not yet clear which of the activation pathways is 
involved in this effect. The regulation of NLRP3 activity is also poorly understood. The 
purpose of our work was to systematically evaluate the effect of lifespan-enhancing 
compounds on canonical, non-canonical and alternative NLRP3 inflammasome 
activation to obtain information on the regulation of NLRP3 activity in aging. We 
selected compound that extended the lifespan of model organisms through activation of 
AMPK or autophagy. On iBMDM cells, we successfully established a protocol for non-
canonical NLRP3 activation by LPS transfection and a protocol for alternative NLRP3 
activation by peptidoglycan. We have shown that rapamycin, spermidine, spermine, 
resveratrol, curcumin, metformin, AICAR and PT-1 inhibited IL-1β maturation by the 
non-canonical inflammasome. The majority of tested compounds also inhibited IL-1β 
release by the alternative inflammasome, however, particularly spermine and 
spermidine exposed some cytotoxic activity at prolonged incubation. Metformin, 
spermidine and spermine were also tested in canonical NLRP3 activation setup, where 
spermine and spermidine inhibited IL-1β release, yet some cytotoxicity was observed at 
the same time. Interestingly, the indirect AMPK activator metformin even increased the 
cellular response to canonical activation of NLRP3. The second aim of our work was to 
prepare an iBMDM cell line that inducibly expresses constitutively active AMPK to 
study the effect of AMPK on NLRP3 response. By molecular cloning and retroviral 
transduction, we have successfully prepared CA/iBMDM and nCA/iBMDM cell lines, 
each expressing a variant of constitutively active AMPKα1 (1-312) T183D. We 
confirmed by western blot that doxycycline induces the synthesis of CA-AMPK and 
nCA-AMPK enzymes in CA/iBMDM and nCA/iBMDM cell lines, respectively. We 
have not yet uniformly confirmed the physiological activity of the enzymes, but both 
enzymes have indicated an effect on ACC phosphorylation after doxycycline induction. 
Our work provided good candidates for further research on NLRP3 inhibition and its 
regulation in aging. In addition, we prepared two cell lines where we could study the 
effect of AMPK on NLRP3 inflammasome activity after we optimize the induction. 
Keywords: NLRP3, inflammasome, aging, AMPK, autophagy 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
A590 absorbanca pri 590 nm 
AGE agarozna gelska elektroforeza 
AICAR 5-aminoimidazo-4-karboksamid ribonukleotid 
AMP adenozin monofosfat 
AMPK z AMP aktivirana protein kinaza 
APS amonijev persulfat 
ASC z apoptozo povezan zrncu podoben protein, ki vsebuje CARD 
ATP adenozin trifosfat 
bp bazni par 
BSA goveji serumski albumin 
CARD domena, ki rekrutira kaspaze 
CPI inhibitor proteaz 
Da Dalton 
DAMP s poškodbami povezani molekulski vzorci 
dH2O destilirana voda 
DMSO dimetilsulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
dNTP deoksinukleotid trifosfat 
DOTAP N-[1-(2,3-dioleoiloksi)propil]-N,N,N-trimetilamonijev metilsulfat 
E. coli Escherichia coli 
EDTA etilendiaminotetraoceta kislina 
ELISA encimskoimunski test 
FBS serum ploda goveda 
GSDMD gasdermin D 
GSDMD-Nt N-končni del gasdermina D 
HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina 
HRP hrenova peroksidaza 
iBMDM imortalizirani makrofagi iz kostnega mozga 
IL interlevkin  
IL-1R receptorji za interlevkine iz družine IL-1 
LB gojišče Luria-Bertani 
LDH laktat dehidrogenaza 
 
 
LPS lipopolisaharidi 
LRR z levcinom bogate ponovitve 
MQ voda Milli-Q 
NACHT domena, ki je prisotna pri proteinih NAIP, CIITA, HET-E in TP1 
NAD nikotinamid adenin dinukleotid 
NaDS natrijev dodecilsulfat 
NEK7 z NIMA-povezana kinaza 7 
NF-κB jedrni dejavnik κB 
NLR receptorji, ki vsebujejo nukleotid vezavno domeno in LRR 
NLRP3 protein 3, ki vsebuje NOD, LRR in PYD  
NOD oligomerizacijska domena, ki veže nukleotid 
PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PAMP s patogeni povezani molekulski vzorci 
PBS fosfatni pufer z soljo 
PBST fosfatni pufer s soljo in Tween 20 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
PGPC 1-palmitoil-2-glutaril fosfatidilholin 
PMS fenazin metosulfat 
POVPC 1-palmitoil-2-(5-oksovaleroil)-sn-glicero-3-fosfatidilholin 
PTM posttranslacijske modifikacije 
PYD pirinska domena 
rpm vrtljaji na minuto 
TAE pufer Tris-acetat-EDTA  
TBS pufer Tris s soljo 
TBST pufer Tris s soljo in Tween 20 
TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin  
TNFα dejavnik tumorske nekroze α 
TNFR receptor za TNFα 
Tris 2-amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol  
XTT 2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolijev-5-karboksianilid 
ZO začetni oligonukleotid 
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1 Uvod 
Imunski sistem je sklop obrambnih mehanizmov in struktur, ki nas ščitijo pred 
boleznimi. Prirojeni imunski sistem, del katerega je tudi inflamasom NLRP3, 
predstavlja prvo linijo celične obrambe in se odziva na s patogeni povezane molekulske 
vzorce (PAMP) oziroma s poškodbami povezane molekulske vzorce (DAMP). Celice 
prirojenega imunskega sistema, kot so makrofagi in dendritične celice, po aktivaciji 
receptorjev, ki prepoznajo vzorce (PRR), sprožijo vnetje. Tak odziv v osnovi omeji 
širjenje okužbe, ob premočnem ali kroničnem delovanju pa lahko povzroči veliko škode 
na lastnem tkivu.  
V magistrskem delu smo se soočili s problematiko kroničnega odziva inflamasoma 
NLRP3 v starosti, ki je povezan s t.i. sterilnim vnetjem in s starostnimi boleznimi, kot 
so diabetes tipa 2, Alzheimerjeva bolezen in ateroskleroza. Osredotočili smo se na 
možnost zmanjšanja aktivnosti inflamasoma NLRP3 pri makrofagih s spojinami, ki na 
živalskih modelih podaljšujejo življenje, ter s pomočjo z AMP aktivirane protein kinaze 
(AMPK). 
1.1 Inflamasomi  
Inflamasomi so večproteinski kompleksi prirojenega imunskega sistema in služijo za 
aktivacijo vnetne kaspaze 1. Ta naprej aktivira vnetna citokina interlevkin 1β (IL-1β) in 
IL-18 ter protein gasdermin D (GSDMD) [1, 2]. Inflamasomi se odzivajo na različne 
aktivacijske signale in nosijo ime po senzorskih proteinih, ki so osrednji del 
inflamasoma. Senzorski protein prepozna specifične PAMP-e oziroma DAMP-e in po 
aktivaciji tvori ogrodje za oligomerizacijo ostalih komponent in sestavljanje kompleksa. 
Glavni poznani inflamasomi so NLRP3, NLRP1, NLRC4 in AIM2 [3], njihova osrednja 
funkcija pa je aktivacija in sproščanje citokinov IL-1β in IL-18, ki posredujeta vnetni 
odziv pri okužbi s patogeni ali pri poškodbi tkiva. IL-1β spodbuja migracijo in 
aktivacijo levkocitov, v centralnem živčnem sistemu pa sproži vročino [4]. 
1.2 Inflamasom NLRP3 
Inflamasom NLRP3 se med vsemi poznanimi inflamasomi odziva na najširši nabor 
aktivatorjev. Aktivirajo ga tako PAMP-i, kot tudi mnogi endogeni DAMP-i, zato 
pomembno pripore k razvoju kroničnega vnetja tudi v odsotnosti okužb (t.i. sterilno 
vnetje). Mutacije v genu za NLRP3, ki povečajo njegovo aktivnost, vodijo v razvoj 
avtovnetnih obolenj, ki jih skupno imenujemo s kriopirinom povezani periodični 
sindromi (CAPS, angl. cryopyrin-associated periodic syndromes). Bolezni se dedujejo 
avtosomno dominantno, spremljajo pa jih periodična vročina, izpuščaji, bolečine v 
sklepih in sistemsko vnetje, ki so posledica prekomernega sproščanja IL-1β [5]. Te 
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bolezni nakazujejo na posledice prekomernega delovanja NLRP3 in omogočajo 
preučevanje mehanizmov aktivacije inflamasoma NLRP3. 
Inflamasom NLRP3 v osnovi tvorijo senzorski protein NLRP3, adapterski protein ASC 
in pro-kaspaza 1, po novejših odkritjih pa je v kompleksu prisotna tudi z NIMA-
povezana kinaza 7 (NEK7) [6, 7]. NLRP3 bazalno izražajo predvsem monociti in 
konvencionalne dendritične celice, v manjši meri pa tudi makrofagi in nevtrofilci.  
Izražanje NLRP3 je pogojeno tudi z zunanjimi signali, saj na primer stimulacija Toll-u 
podobnih receptorjev (TLR) pri makrofagih močno poveča izražanje NLRP3 [8]. 
1.2.1 Delovanje inflamasoma NLRP3 
Slika 1: Stopnje delovanja inflamasoma NLRP3: začetna stimulacija (1), aktivacija NLRP3 in 
tvorba inflamasomskega kompleksa (2), aktivacija IL-1β in GSDMD s kaspazo 1 (3), vdor vode 
(4) in piroptoza (5). TNFR – receptor za TNFα, IL-1R – receptor za citokine iz družine IL-1, 
PTM - posttranslacijske modifikacije. 
Čeprav molekulski mehanizmi aktivacije in delovanja inflamasoma NLRP3 niso 
podrobno razjasnjeni, je jasno, da je delovanje inflamasoma NLRP3 kompleksno in 
strogo uravnavano. Aktivacija inflamasoma NLRP3 je večinoma dvostopenjski proces. 
V prvi stopnji, ki jo imenujemo začetna stimulacija (angl. priming), se pri celicah preko 
aktivacije transkripcijskega dejavnika NF-κB ojači sinteza senzorja NLRP3 in substrata 
pro-IL-1β (Slika 1: 1) [9]. Aktivacijo NF-κB pri celicah prirojene imunosti sprožijo 
PAMP-i, ki aktivirajo TLR (npr. lipopolisaharidi) ali receptorje, ki vsebujejo nukleotid 
vezavno domeno in z levcinom bogate ponovitve (NLR), ter vnetni citokini (npr. IL-1β, 
TNFα), ki aktivirajo svoje receptorje (IL-1R, TNFR) [9, 10]. Makrofagi v mirovanju 
šibko izražajo NLRP3 in ne izražajo pro-IL-1β, zato nujno potrebujejo začetno 
stimulacijo za aktivacijo inflamasoma NLRP3 in izvršitev njegove funkcije. Poleg tega 
se med začetno stimulacijo inducirajo post-translacijske modifikacije NLRP3 in ASC, 
ki stabilizirajo NLRP3 in dodatno omogočijo aktivacijo inflamasoma [11, 12].  
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V drugi stopnji se NLRP3 aktivira v odziv na zelo raznolike sprožilce (Preglednica 1), 
ki pa zanimivo ne delujejo kot ligandi. Sprožilci pravzaprav privedejo do aktivacije 
NLRP3 po različnih celičnih mehanizmih, ki niso natančno pojasnjeni in vključujejo 
pretok ionov (iztok K+, dotok Ca2+), razlitje lizosomov, destabilizacijo mitohondrijev, 
sproščanje reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) ter metabolične spremembe [6]. Po 
aktivaciji NLRP3 oligomerizira v obročno strukturo, ki služi kot osnova za vezavo in 
oligomerizacijo adapterja ASC (Slika 1: 2). NLRP3, ASC in nato pro-kaspaza 1 po 
aktivaciji kolokalizirajo v značilnem oligomernem perinuklearnem agregatu, ki lahko 
doseže dimenzije 1-6 µm [13]. Ta agregat predstavlja končni inflamasomski kompleks, 
ki omogoči avtoproteolitično aktivacijo kaspaze 1 [14]. Kaspaza 1 proteolitično aktivira 
prekurzorja pro-IL-1β in pro-IL-18 do aktivnih citokinov IL-1β ter IL-18 (Slika 1: 3). 
Substrat kaspaze 1 je tudi protein gasdermin D (GSDMD). Pri njegovi cepitvi se sprosti 
N-končni del (GSDMD-Nt), ki v plazmalemi tvori oligomerne ionsko neselektivne pore 
z notranjim premerom 10-15 nm [15]. Preko por gasdermina D v celico vdre voda 
(Slika 1: 4), kar vodi v celično smrt, ki ji pravimo piroptoza [2, 16]. Za piroptozo je 
značilno rahlo nabrekanje celic in tvorba lokalnih izrastkov, ki jim pravimo piroptotična 
telesca, čemur sledi napihnenje celice, natrganje plazmaleme in izliv citoplazme (Slika 
1: 5) [15]. Pri tem se v okolico sprostijo velike količine IL-1β in IL-18, pa tudi veliki 
agregati ASC. Ti ostanejo aktivni v zunajceličnem prostoru in tam še dodatno ojačijo 
aktivacijo citokinov ter poskrbijo za širitev odziva [17, 18]. Piroptoza tako inducira 
močan vnetni odziv, ki ga usmerjata interlevkina IL-1β in IL-18, ki na mesto aktivacije 
inflamasoma pritegneta druge celice imunskega sistema in jih aktivirata [19]. 
Preglednica 1: Aktivatorji inflamasoma NLRP3, s pripadajočimi aktivacijskimi potmi. 
Povzeto po: [20–23]. 
kanonična aktivacija nekanonična aktivacija alternativna aktivacija 
nigericin, silicijev dioksid, 
alum, kristali holesterola, 
kristali sečne kisline, 
zunajcelični ATP, oksidirana 
mitohondrijska DNA, amiloidi, 
palmitat 
citosolni LPS oziroma 
znotrajcelične po Gramu 
negativne bakterije 
LPS zunaj celic (samo človeški 
monociti), peptidoglikan, N-
acetilglukozamin, oksidirani 
fosfolipidi (oxPAPC, POVPC, 
PGPC) 
Sprožilci, ki aktivirajo NLRP3 (Preglednica 1), so zelo raznoliki in delujejo po treh 
različnih aktivacijskih poteh. Govorimo o kanonični, nekanonični in alternativni 
aktivaciji inflamasoma NLRP3, ki se jim posvetimo kasneje. 
1.2.2 Komponente inflamasoma NLRP3 
Kot omenjeno so glavne komponente inflamasoma NLRP3 senzor NLRP3, adapter 
ASC in pro-kaspaza 1. Pri sestavljanju inflamasomskega kompleksa se ti proteini 
povezujejo s homotipskimi interakcijami med značilnimi oligomerizacijskimi 
domenami iz družine domen smrti [24]. Domenska struktura komponent inflamasoma 
NLRP3 je prikazana na Slika 2. 
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Slika 2: Domenska struktura komponent inflamasoma. PYD - pirinska domena, LRR - z levcini 
bogate ponovitve, CARD - domena, ki rekrutira kaspaze. 
Protein NLRP3 (Slika 2) je sestavljen iz N-končne pirinske domene (PYD), vmesne 
oligomerizacijske domene NACHT z ATPazno aktivnostjo ter C-končne domene z 
levcini bogatimi ponovitvami (LRR). Domena NACHT je ključna za oligomerizacijo 
NLRP3 in začetek sestavljanja inflamasoma po aktivaciji NLRP3 [25], domena LRR pa 
zanimivo ne sodeluje pri aktivaciji NLRP3, kar je sicer značilno za nekatere 
inflamasome [26]. Adapter ASC je sestavljen iz N-končne domene PYD ter C-končne 
domene, ki rekrutira kaspazo (CARD). Pro-kaspaza 1 pa vsebuje N-končno domeno 
CARD ter veliko (p20) in malo (p10) katalitično podenoto. 
NLRP3 ob aktivaciji oligomerizira v obroč preko interakcij med domenami NACHT, za 
kar je potrebna njihova ATPazna aktivnost [25]. Domene LRR so izven obroča, domene 
PYD pa verjetno tvorijo manjši obroč pod obročem domen NACHT [6, 27]. Pri 
sestavljanju začetnega kompleksa pri odzivu na iztok K+ naj bi sodelovala tudi kinaza 
NEK7, ki tvori most med dvema molekulama NLRP3. Njena vloga pri aktivaciji 
inflamasoma NLRP3 je zgolj strukturna in ni pogojena z njeno kinazno aktivnostjo [28]. 
Na oligomer NLRP3 se z interakcijami PYD-PYD veže protein ASC, ki nato 
homooligomerizira do velikih agregatov preko interakcij PYD-PYD. Pro-kaspaza 1 se 
nato veže na oligomere ASC z interakcijami CARD-CARD in se aktivira s 
samocepitvijo na povezovalnem zaporedju med domenama p20 in p10 [29].  
1.2.3 Kanonična aktivacija inflamasoma NLRP3 
Kanonična aktivacija najbolj ustreza splošnemu opisu delovanja inflamasoma NLRP3, 
ki je predstavljen v poglavju 1.2.1. Kanonično aktivacijo NLRP3 pri začetno 
stimuliranih celicah (Slika 3A) sprožijo toksini, ki tvorijo pore v membrani (nigericin), 
trdni delci (silicijev dioksid, alum), endogeni DAMP-i (ATP, oksidirani fosfolipidi, 
amiloidi) in mnogi PAMP-i [20–22]. Sprožilci aktivirajo NLRP3 na različne načine, a 
točen mehanizem aktivacije NLRP3 še ni dobro definiran. Pri kanonični aktivaciji se s 
pomočjo inflamasomskega kompleksa aktivira kaspaza 1, ki aktivira pro-IL-1β, pro-IL-
18 in gasdermin D (Slika 3B). N-končni del gasdermina D tvori pore v plazmalemi, 
preko katerih se v zunajcelični prostor sproščajo citokini. Hkrati se preko por pretakajo 
tudi ioni in v citoplazmo vdre voda, kar vodi do nabrekanja celic in piroptoze (Slika 1) 
[15]. Ob piroptozi se sprostijo velike količine citokinov in celičnih komponent, ki v 
okoliškem tkivu inducirajo močan vnetni odziv. 
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Slika 3: Poti aktivacije inflamasoma NLRP3. Prva stopnja aktivacije je začetna stimulacija (A), 
ki je skupna vsem trem aktivacijskim potem. Različni aktivatorji nato privedejo do aktivacije 
inflamasoma NLRP3 po kanonični (B), nekanonični (C) ali alternativni poti (D). 
1.2.4 Nekanonična aktivacija inflamasoma NLRP3 
Nekanonično aktivacijo inflamasoma NLRP3 sproži prisotnost lipopolisaharidov (LPS) 
v citoplazmi celic, na primer ob okužbi s po Gramu negativnimi bakterijami (Slika 3C) 
[30]. LPS se veže na citosolno pro-kaspazo 11 pri miškah, oziroma na pro-kaspazo 4 (in 
5) pri človeku [31], in sproži oligomerizacijo pro-kaspaze 11 ter njeno avtoproteolitično 
aktivacijo. Kaspaza 11 neposredno proteolitično aktivira gasdermin D in sproži tvorbo 
por GSDMD-Nt neodvisno od kaspaze 1 in NLRP3, ne more pa aktivirati IL-1β ter IL-
18 [32]. Pore gasdermina D so ionske nespecifične, zato lahko preko njih v zunajcelični 
prostor iztekajo ioni K+. Kaspaza 11 preko por gasdermina D tako sproži hiter iztok K+, 
kar je zadosten signal za aktivacijo inflamasoma NLRP3, še preden celice doživijo 
celično smrt. Inflamasom NLRP3 nato aktivira kaspazo 1, kar zagotovi procesiranje 
vnetnih citokinov pri nekanonični aktivaciji (Slika 3B) [33]. Naposled celice doživijo 
tudi piroptozo, pri čemer se sprostijo aktivirani citokini in celična vsebina. 
Pro-kaspaza 11 se pri makrofagih izraža že bazalno, vendar stimulacija TLR močno 
poveča njeno izražanje in občutljivost za aktivacijo [30]. Začetna stimulacija je pri 
nekanonični aktivaciji hkrati potrebna tudi za sintezo NLRP3 in pro-IL-1β. V okviru 
okužbe organizma oba signala za nekanonično aktivacijo NLRP3 zagotovijo kar same 
patogene po Gramu negativne bakterije. Te pridejo najprej v stik z zunanjostjo celic, 
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kjer z LPS stimulirajo TLR4 in poskrbijo za začetno stimulacijo, nato pa lahko po 
fagocitozi ubežijo iz fagosomov in aktivirajo še citosolno kaspazo 11. Kaspaza 11 tako 
varuje celice pred okužbami s po Gramu negativnimi znotrajceličnimi patogeni, kot je 
na primer salmonela [31, 32]. Celična smrt pri okužbi z znotrajceličnimi bakterijami 
prepreči njihovo razmnoževanje, hkrati pa jih izpostavi fagocitom.  
1.2.5 Alternativna aktivacija inflamasoma NLRP3 
Alternativna aktivacija inflamasoma NLRP3 je v osnovi definirana pri človeških 
monocitih, pri katerih dolgotrajna stimulacija TLR4 z LPS vodi v aktivacijo kaspaze 1 
in sproščanje IL-1β iz živih celic (Slika 3D) [34]. Ta način aktivacije z LPS je vrstno 
specifičen, prisoten je na primer pri človeških in prašičjih monocitih. Pri mišjih celicah 
pa za sproščanje IL-1β ni dovolj samo prisotnost LPS. Odziv na LPS je pri človeških 
monocitih odvisen od NLRP3 in ASC, vendar v tem primeru ni potrebna dvostopenjska 
aktivacija inflamasoma [34]. Zanimivo pri tem načinu manjkajo tudi druge značilnosti 
klasične aktivacije NLRP3, saj se pri aktiviranih celicah ne tvorijo agregati ASC, celice 
pa ne doživijo piroptoze. Za alternativno aktivacijo inflamasoma NLRP3 z LPS je 
ključna signalna kaskada TLR4-TRIF-RIPK1-FADD-kaspaza 8, ni pa še pojasnjeno, 
kako aktivacija kaspaze 8 privede do aktivacije NLRP3 [34]. 
Obstajajo pa tudi drugi sprožilci, ki aktivirajo sproščanje IL-1β iz živih celic, odvisno 
od NLRP3. Peptidoglikan (PGN) po Gramu pozitivnih bakterij (na primer S. aureus) 
tako inducira sproščanje IL-1β iz živih makrofagov, ki so bili predhodno stimulirani z 
LPS [21, 35]. Po fagocitozi se PGN v lizosomih razgradi do N-acetilglukozamina 
(NAG), ki se sprosti v citosol in inhibira z mitohondriji povezano heksokinazo (Slika 
3D). Po inhibiciji se ta encim sprosti z zunanje mitohondrijske membrane v citosol, kar 
je dovolj za aktivacijo NLRP3 po neznanem mehanizmu in sproščanje IL-1β iz živih 
celic [21].  
Sproščanje IL-1β iz živih dendritičnih celic [36] in makrofagov sprožijo tudi oksidirani 
fosfolipidi, npr. endogeni oxPAPC, POVPC in PGPC [35]. oxPAPC se pri dendritičnih 
celicah, ki so bile začetno stimulirane preko TLR, veže na katalitično domeno 
kaspaze 11, a ne sproži njene aktivacije. Pri celicah se sicer tvorijo agregati ASC, IL-1β 
pa se sprosti brez piroptoze [36]. Točen mehanizem aktivacije NLRP3 tudi v tem 
primeru ni poznan, je pa bil potrjen tudi pri mišjih makrofagih [35]. 
Vse navedene poti spadajo v širšo definicijo alternativne aktivacije inflamasoma 
NLRP3, ki jo pojmujemo kot od NLRP3 odvisno sproščanje IL-1β iz živih celic [37]. 
Pri tako aktiviranih celicah se IL-1β izloča preko por gasdermina D, ki pa jih 
najverjetneje količinsko ni dovolj, da bi sprožile piroptozo [36].  
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1.2.6 Regulacija delovanja inflamasoma NLRP3 
Aktivacija in delovanje inflamasoma NLRP3 sta natančno regulirana procesa, saj imata 
močan sistemski vpliv. Delovanje inflamasoma NLRP3 nadzorujejo posttranslacijske 
modifikacije, mnogi interakcijski partnerji (npr. NEK7), pa tudi celični mehanizmi, med 
katerimi je pomembna predvsem avtofagija [6, 23, 38].  
Avtofagija je celični proces, ki skrbi za uravnavanje virov energije, celično homeostazo, 
recikliranje okvarjenih proteinov in organelov (na primer mitohondriji, peroksisomi) ter 
sodeluje pri obrambi pred znotrajceličnimi patogeni [39]. Avtofagija vodi do razgradnje 
okvarjenih in pogrešljivih celičnih komponent v lizosomih, da se gradniki lahko 
reciklirajo [40]. Avtofagija vzdržuje nivo celične energije, saj spodbuja katabolizem, 
hkrati pa odstranjuje poškodovan celični material, kot so agregati proteinov in okvarjeni 
organeli [38]. Poznamo tri tipe avtofagije: mikroavtofagijo, makroavtofagijo in s 
šaperoni posredovano avtofagijo, vse tri procese pa posredujejo mnogi proteini [40]. Pri 
mikroavtofagiji lizosomi zajamejo celične komponente z uvihanjem lizosomske 
membrane, pri makroavtofagiji pa se membranski vezikli s tovorom (avtofagosomi) 
zlijejo z lizosomi. S šaperoni posredovana avtofagija je posebna po tem, da se specifični 
proteini prenesejo preko lizosomske membrane s pomočjo šaperonskih proteinov in se 
pri tem denaturirajo [39]. Pri vseh treh poteh se celične komponente nato razgradijo v 
lizosomih. 
Glavno kontrolo avtofagije predstavlja signalna pot mTOR, ki posreduje učinke 
signaliziranja receptorjev rastnih dejavnikov, hipoksije, količine ATP in signaliziranja 
inzulina. Ko ima celica na voljo dovolj hranil in energije, mTOR usmerja sintezo 
proteinov in celično rast, zavira pa avtofagijo [41]. Pomanjkanje hranil, omejitev vnosa 
energije, hipoksija in farmakološki inhibitorji (rapamicin) zavirajo mTOR in tako 
spodbudijo avtofagijo [39, 40]. Poleg mTOR avtofagijo pomembno regulira tudi 
delovanje AMPK, kar je predstavljeno kasneje. 
Znano je, da avtofagija regulira delovanje inflamasoma NLRP3 in sproščanje IL-1β, saj 
odstranjuje okvarjene mitohondrije (mitofagija), zmanjša sproščanje ROS, odstranjuje 
agregate ASC in razgrajuje že sintetiziran pro-IL-1β (Slika 4) [42–47]. Pri makrofagih 
začetna stimulacija TLR preko adapterja MyD88 sproži tudi aktivacijo avtofagije, kar 
zagotovi dodatno regulacijo aktivacije NLRP3 [48]. Sprožitev avtofagije tako 
predstavlja potencialen način za terapevtsko regulacijo NLRP3. 
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Slika 4: Regulacija delovanja inflamasoma NLRP3 z avtofagijo, AMPK in specifičnimi 
inhibitorji. Prikazan je tudi možen način delovanja izbranih spojin. Molekulske strukture spojin 
so prikazane v prilogah P1 in P2. 
Poleg celičnih mehanizmov poznamo tudi male molekule, ki zavirajo delovanje NLRP3 
tudi v fizioloških pogojih. MCC950 je selektivni inhibitor NLRP3, ki interagira z 
motivom Walker B v domeni NACHT, ki je odgovoren za hidrolizo ATP pri aktivaciji 
NLRP3 [49–51]. MCC950 tako prepreči hidrolizo ATP in s tem aktivacijo NLRP3 [50]. 
Druga učinkovina, CY-09 pa prav tako selektivno inhibira delovanje NLRP3, saj se 
veže na motiv Walker A v domeni NACHT, ki je odgovoren za vezavo ATP na NLRP3. 
CY-09 prepreči vezavo in hidrolizo ATP na NLRP3 ter s tem samo aktivacijo 
inflamasoma [52].  
1.2.7 Delovanje inflamasoma NLRP3 v starosti 
Staranje je fiziološki proces, ki ga na celičnem nivoju spremljajo genomska 
nestabilnost, krajšanje telomer, epigenetske spremembe, okvarjeno delovanje 
mitohondrijev in motnje v zaznavi hranil, metabolizmu ter proteostazi [53]. Spremembe 
med staranjem so povezane s kopičenjem reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS), amiloidov, 
kristalov holesterola in sečne kisline, ceramidov ter oksidiranih fosfolipidov. Mnoge od 
naštetih snovi so že poznane kot aktivatorji inflamasoma NLRP3 [20, 36, 54]. Povečano 
kopičenje teh sprožilcev je med drugim tudi posledica zmanjšanega delovanja avtofagije 
v starosti [55]. V starosti je torej zaradi nakopičenih aktivatorjev povečana aktivacija 
inflamasoma NLRP3, hkrati pa je zaradi zmanjšane avtofagije okvarjena tudi regulacija 
njegovega delovanja.  
Inflamasom NLRP3 v starosti prispeva k sterilnemu vnetju, ki ga sprožajo nakopičeni 
DAMP-i [56], ni pa še ni jasno, katera aktivacijska pot inflamasoma NLRP3 sodeluje 
pri tem kroničnem vnetju. Starostno vnetje v mnogih tkivih vodi v starostno pešanje 
funkcij tkiv, kar je povezano z nastankom ali napredkom bolezni, kot so diabetes tipa 2, 
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Alzheimerjeva bolezen ter druge nevrodegenerativne bolezni, putika in ateroskleroza 
[56]. Pomen NLRP3 pri starostnih boleznih so pokazale raziskave na miškah z izbitim 
genom za NLRP3. Pri teh miškah je bilo v starosti zmanjšano vnetje, imele so 
izboljšano glikemično kontrolo, lipolizo adipocitov in manj izrazite simptome 
Alzheimerjeve bolezni [57]. To nakazuje, da delovanje inflamasoma NLRP3 ne zgolj 
spremlja starostne bolezni, ampak tudi sodeluje pri njihovem napredovanju [58]. 
Zaviranje inflamasoma NLRP3 je tako smiseln terapevtski pristop za lajšanje izgube 
funkcij in nadzor razvoja bolezni v starosti.  
1.3 Podaljševanje življenja 
Številni farmakološki posegi in spremembe življenjskega sloga, na primer omejitev 
vnosa energije in različne metode postenja, so že pokazali možnost podaljšanja 
življenjske dobe oziroma dobe zdravega življenja pri modelnih organizmih. Zanimivo 
se najučinkovitejši posegi združijo okrog le nekaj osrednjih celičnih procesov, ki 
vključujejo zaznavanje hranil, delovanje mitohondrijev, proteostazo in avtofagijo [59]. 
To so tudi osrednji procesi, ki se pri starosti značilno okvarijo [53].  
Omejitev vnosa energije brez stradanja je med vsemi posegi najbolj konsistenten in 
učinkovit način podaljševanja življenjske dobe, saj podaljša mediano in maksimalno 
življenjsko dobo pri enoceličnih organizmih, mušicah, črvih in sesalcih [60]. Omejitev 
vnosa energije pri človeku zmanjša kronično vnetje brez večjega vpliva na imunski 
odziv [61], poleg tega pa morda zmanjša tudi smrtnost med staranjem [62]. Pri 
evkariontih učinke omejitve vnosa energije posredujejo inzulinsko signaliziranje, 
signalna pot mTOR, deacetilaze sirutini, signaliziranje AMPK in avtofagija [59, 63]. Te 
poti privedejo tudi do regulacije izražanja genov, kar na koncu ključno sodeluje pri 
dolgoročnem izboljšanju celičnega stanja. Poleg omejitve vnosa energije so življenjsko 
dobo pri živalskih modelih podaljšali tudi tretmaji z malimi molekulami, kot so 
spermidin, metformin, resveratrol in rapamicin, njihovo delovanje pa je povezano z 
omenjenimi potmi [59]. V nadaljevanju sta na kratko predstavljena avtofagija in 
delovanje AMPK, ki sta osrednja mehanizma delovanja spojin, izbranih za regulacijo 
NLRP3 pri tem magistrskem delu. 
1.3.1 Avtofagija 
Avtofagija je, kot omenjeno, celični proces, ki skrbi za homeostazo organelov in 
proteinov, saj reciklira okvarjene celične komponente. Pri staranju se delovanje 
avtofagije zmanjša, zato se v celicah akumulirajo okvarjeni proteini in organeli, kar vodi 
v bolezni [55]. Avtofagija je tako smiselna tarča za izboljšanje zdravja v starosti in tudi 
za podaljšanje življenjske dobe oziroma dobe zdravega življenja. Male molekule, ki 
aktivirajo avtofagijo preko različnih mehanizmov, so na živalskih modelih že pokazale 
sposobnost podaljševanje dobe zdravega življenja. 
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Rapamicin je makrolidni antibiotik, ki podaljša življenjsko dobo miši preko aktivacije 
avtofagije [64, 65]. Deluje kot inhibitor poti mTOR in na ta način sprosti inhibicijo 
avtofagije [41]. Podobno deluje naravni poliamin spermidin, ki podaljša življenjsko 
dobo miši, črvov, mušic in kvasovk [66, 67]. Spermidin deluje kot inhibitor 
acetiltransferaze EP300, ki je endogeni inhibitor avtofagije [68, 69]. Spermidin tako 
sprosti inhibicijo avtofagije in s tem omogoči njeno aktivacijo. Tudi spermin, biološki 
derivat spermidina, aktivira avtofagijo pri različnih celicah in organizmih [70, 71], 
vendar zanj še niso pokazali učinka na podaljševanje življenja. Polifenol resveratrol je 
uspešno podaljšal življenjsko dobo pri različnih modelnih organizmih, njegovo 
delovanja pa je povezano tudi z aktivacijo avtofagije [47, 72]. Njegovo delovanje 
posreduje aktivacija histonske deacetilaze sirtuina 1, je pa znano, da ima resveratrol 
veliko celičnih tarč in deluje dokaj nespecifično [73, 74].  
Ker avtofagija regulira tudi delovanje inflamasoma NLRP3 [44–47], so navedene 
spojine, ki aktivirajo avtofagijo, smiselno izhodišče za inhibicijo inflamasoma NLR3.  
1.3.2 AMPK 
Z AMP aktivirana protein kinaza (AMPK) je celični metabolični senzor in nadzornik, ki 
se odziva na spremembe v količini dostopne energije [75]. AMPK je heterotrimerna 
serinska/treoninska protein kinaza, ki je sestavljena iz katalitične podenote (AMPKα) in 
dveh regulatornih enot (AMPKβ in AMPKγ). AMPK aktivirajo nadzorne kinaze s 
fosforilacijo treonina v regulatorni zanki na katalitični podenoti (AMPKα), njeno 
aktivnost pa alosterično regulira tudi AMP, ki se veže na podenoto γ [76]. AMPK se 
aktivira, ko celici primanjkuje energije, saj se takrat poveča razmerje AMP:ATP. 
AMPK preusmeri metabolizem tako, da zavira anabolizem (inhibira sintezo maščobnih 
kislin, holesterola, proteinov, glikogena in glukoneogenezo) ter poveča katabolizem 
(stimulira β-oksidacijo, glikolizo in avtofagijo) in na ta način optimizira metabolizem, 
da se nadomesti primanjkljaj ATP [75].  
AMPK je pomemben posrednik učinkov omejitve vnosa energije na življenjsko dobo 
[63]. AMPK poleg vpliva na metabolizem tudi posredno in neposredno aktivira 
avtofagijo na več stopnjah poti mTOR ter posledično skrbi za celično in mitohondrijsko 
homeostazo [77]. Delovanje poti mTOR in AMPK na metabolizem in avtofagijo je 
antagonistično (Slika 4). mTOR se odzove na presežek gradnikov in hranil ter poveča 
biosintezo, rast in proliferacijo. AMPK pa se odzove na pomanjkanje hranil in ojači 
katabolizem, zavira pa rast ter proliferacijo. Aktivacija AMPK blagodejno vpliva pri 
razvoju starostnih patologij [59]. Male molekule, ki aktivirajo AMPK, lahko posnemajo 
pozitivne učinke omejitve vnosa energije. Tako na primer metformin, ki je sicer 
zdravilo za zdravljenje diabetesa, dokazano prispeva k podaljšanju življenjske dobe 
mišk in zavira kronično vnetje [78]. Metformin naj bi deloval kot prehodni inhibitor 
kompleksa I elektronske prenašalne verige in tako poveča citosolno razmerje 
AMP:ATP, kar aktivira AMPK [79]. 
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Delovanje AMPK je povezano tudi z delovanjem imunskega odziva pri makrofagih. 
AMPK pri makrofagih zavira tvorbo ROS, vnetne signalne poti, zmanjša izločanje 
vnetnih citokinov in makrofage usmerja v protivnetni fenotip [80, 81]. Delovanje 
AMPK je tako povezano tudi z inflamasomom NLRP3, saj AMPK nadzoruje veliko 
poti, ki regulirajo njegovo delovanje [82]. Aktivacija AMPK je tako smiseln izhodiščni 
pristop za inhibicijo inflamasoma NLRP3.  
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2 Namen dela in hipoteze 
Mehanizem aktivacije inflamasoma NLRP3 je precej nerazkrit. Trenutno ne razumemo, 
kaj bi lahko bil neposredni aktivator NLRP3, če le-ta obstaja kot ena sama molekula. 
Dodatno h kompleksnosti prispevajo tudi ugotovitve, da pride do aktivacije 
inflamasoma NLRP3 po različnih poteh, kanonični, nekanonični in alternativni poti. V 
zadnjih nekaj letih pa številne raziskave nakazujejo pomembno patološko vlogo NLRP3 
v raznolikih boleznih, povezanih s staranjem. Predhodne študije so že nakazale, da 
nekatere spojine, ki aktivirajo AMPK ali avtofagijo in so zanje pokazali, da na modelnih 
organizmih podaljšajo življenje, zavirajo delovanje kanoničnega inflamasoma NLRP3. 
Tako smo se odločili, da bomo v tem magistrskem delu preverili delovanje teh spojin na 
različne aktivacijske poti inflamasoma NLRP3. Predvidena tarča nekaterih od teh spojin 
je AMPK, vendar imajo lahko spojine tudi nespecifično delovanje. Tako smo v drugem 
delu magistrskega dela želeli vzpostaviti sistem, ki nam bo omogočil določitev vpliva 
aktivacije AMPK na vnetje in inflamasom NLRP3.  
2.1 Vpliv spojin, ki na modelnih organizmih podaljšujejo življenje, in 
spojin, ki sodelujejo v podobnih signalnih poteh, na aktivacijo 
inflamasoma NLRP3 
Prvi cilj magistrske naloge je bil ovrednotiti učinek spojin na kanonično, nekanonično 
in alternativno aktivacijo inflamasoma NLRP3. Delo smo razdelili v več zaporednih 
nalog. Najprej smo izbrali spojine, ki podaljšujejo življenje ali delujejo na podobne 
tarče, kot omenjene spojine, in bi lahko regulirale delovanje inflamasoma NLRP3. Te 
spojine so bile rapamicin, spermin, spermidin, resveratrol, kurkumin, metformin, 
AICAR in PT-1. Nato smo želeli vzpostaviti in optimizirati protokola za nekanonično in 
alternativno aktivacijo NLRP3 pri celicah iBMDM. Na koncu pa smo želeli ovrednotili 
učinek izbranih spojin na kanonično, nekanonično in alternativno aktivacijo NLRP3 ter 
identificirati učinkovite zaviralce NLRP3. Pri začetnem delu smo postavili sledečo 
hipotezo: 
 Spojine, ki aktivirajo AMPK ali avtofagijo, zmanjšajo sproščanje IL-1β pri 
nekanonični, kanonični oziroma alternativni aktivaciji NLRP3 
2.2 Vzpostavitev celičnega modela za neposredno spremljanje vpliva 
aktivne AMPK na z LPS-inducirano vnetje in inflamasom NLRP3  
AMPK je ključni senzor celičnega metabolizma in energijskega stanja celice. Zmanjšan 
vnos energije in tudi nekatere spojine, ki podaljšujejo življenje, naj bi delovali ravno 
preko aktivacije AMPK. V drugem delu magistrske naloge smo tako želeli vzpostaviti 
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celični model, ki bi nam omogočil določitev vpliva direktne aktivacije AMPK na vnetje 
in delovanje NLRP3. 
Drugi cilj magistrske naloge je bil priprava celičnih linij, pri katerih bi lahko po želji 
inducirali aktivacijo AMPK in s tem posnemali prekinjene režime omejitve vnosa 
energije, ki blagodejno vplivajo na staranje in vnetje. V ta namen smo želeli s tehnikami 
molekulskega kloniranja pripraviti dva gena za konstitutivno aktivni varianti AMPK 
(CA-AMPK in nCA-AMPK) pod inducibilnim promotorjem ter ju integrirati v genom 
imortaliziranih mišjih makrofagov iBMDM. Nato smo želeli potrditi uspešnost 
indukcije sinteze obeh encimov ter njuno fiziološko aktivnost. Postavili smo sledeč i 
hipotezi: 
 Pri celicah z integriranimi zapisi za CA-AMPK oziroma nCA-AMPK lahko z 
doksiciklinom induciramo sintezo obeh encimov. 
 Encima, ki se sintetizirata po indukciji, sta v celicah aktivna. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Preglednica 2: Uporabljena laboratorijska oprema. 
proizvajalec laboratorijska oprema 
Applied Biosystems ciklični termostat Veriti 96-Well Thermal Cycler 
BD Plastipak brizge (20 mL)  
Bemis parafilm M 
BINDER CO2 inkubator za celične kulture CB-150 
Biometra transiluminator TI 3 
Bio-Rad sistem za elektroforezo Mini-PROTEAN Tetra, sistem za 
mokri prenos Mini Trans-Blot Cell, napajalnika PowerPac 
300 in PowerPac HV, kadička za AGE 
BioTek čitalnik mikrotitrskih plošč Synergy Mx, program Gen5 
Brand krmilnik za serološke pipete accu-jet pro 
Canon fotoaparat EOS 1000D za slikanje gelov, programska 
oprema EOS Utility 
CBS komora s tekočim dušikom za shranjevanje celičnih linij 
Corning banjice za multikanalno pipeto 
Costar sterilne serološke pipete (2 mL) 
DNR Bio Imaging Systems naprava za fotografiranje elektroforeznih gelov 
Eppendorf namizna centrifuga MiniSpin, hlajena centrifuga 5430 R, 
termobloki Thermomixer Compact, ThermoStat C in 
ThermoMixer C, avtomatske pipete (2,5 µL, 10 µL, 20 µL, 
100 µL, 200 µL, 1 mL, 5 mL), multikanalne avtomatske 
pipete (10 µL, 100 µL, 300 µL), nastavki za avtomatske 
pipete 
Falcon sterilne serološke pipete (5 mL, 10 mL) 
GE Healthcare nitrocelulozna membrana Amersham Hybond ECL 
Gilson avtomatske pipete (5 mL, 10 mL) 
Gorenje hladilnik, mikrovalovna pečica MO 17 MW, naprava za 
vakuumsko pakiranje 
Greiner 2 mL pipete za sesanje, mikrotitrske plošče s 96 
vdolbinicami s polovično površino za test ELISA 
Hettich hlajena centrifuga UNIVERSAL 320 R 
Hoefer Scientific Instruments napajalnik za agarozno gelsko elektroforezo 
Hygostar obujki za celični laboratorij 
Ibidi komora za mikroskopiranje z 8 vdolbinami  
IKA stresalnik MS 3 basic, magnetno mešalo RCT basic 
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proizvajalec laboratorijska oprema 
Invitrogen naprava za avtomatsko štetje celic Countess, števna komora 
za napravo Countess 
Iskra PIO brezprašna komora M18  
Kambič grelna komora RT-1000 
KERN laboratorijski tehtnici EW in 440-45N 
Kimtech rokavice PFE, rokavice sterling nitrile XTRA 
Labnet stresalnika za plošče Orbit LS in Orbit 1000 
Leica invertni svetlobni mikroskop DM IL LED, konfokalni 
mikroskop TCS SP5, program Leica LAS AF 
Liebherr hladilniki, zamrzovalnik -20 °C 
Macherey-Nagel pH-indikatorski lističi 
Negasoft mrežica za lase 
Nerbeplus sterilne centrifugirke (50 mL) 
New Brunswick Scientific inkubator s stresalnikom Innova 42 
Oregon Scientific časovnik TR188 
Sanyo zamrzovalnik -80 °C MDF-U500VX 
Sarstedt mikrocentrifugirke (0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL), nesterilne 
centrifugirke (15 mL, 50 mL), nastavki za avtomatske 
pipete, 11 mL centrifugirke z okroglim dnom 
Sartorius analitska tehtnica 1712 MP8, 0,22 µm filter Minisart 
schuett-biotec vakuumska črpalka EcoVac 
STARLAB vibracijski mešalnik 
Syngene naprava G:BOX za slikanje membran, program GeneSnap 
Tecan naprava za spiranje mikrotitrskih plošč HydroSpeed 
Tehtnica stresalnik za plošče Vibromix 314 EVT 
Telstar zaščitna mikrobiološka komora BioUltra 4 
Thermo Fischer Scientific spektrofotometer NanoDrop 1000, program ND-1000, 
zamrzovalnik -80 °C HERAFreeze HFU B Series, 
nesterilne mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami Nunc 96F 
TPP sterilne mikrotitrske plošče s 6, 12, 24, 48 in 96 
vdolbinicami, sterilne centrifugirke (15 mL in 50 mL), 
posodice za zamrzovanje, strgalniki, posode za gojenje 
sesalskih kultur (25 cm2), serološke pipete, stojala za 
centrifugirke 
VWR sterilne serološke pipete (25 mL, 50 mL) 
Wesemann digestorij Delta System 30 
WTW naprava za merjenje pH inoLab pH 720 
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3.1.2 Kemikalije 
Preglednica 3: Uporabljene kemikalije s proizvajalci. 
proizvajalec kemikalija 
Avistron MCC950 
Calbiochem metformin 
Cayman POVPC, PGPC 
Ecolab dezinfekcijsko sredstvo Skinman Soft N 
Fermentas 6x DNA nanašalni pufer 
Fluka kurkumin, peptidoglikan iz S. aureus 
GE Healthcare Amersham ECL Prime Western Blotting Detection 
Reagent 
Gibco penicilin-streptomicin, FBS, gojišča DMEM + 
GlutaMAX-I, RPMI in Opti-MEM 
Gold Biotechnology agaroza 
IDT začetni oligonukleotidi 
ImmunoChemistry Technologies barvilo Hoechst 33342 
Invitrogen deoksinukleotidi dATP, dTTP, dGTP, dCTP, barvilo 
tripan modro, iBlock, reagent Lipofectamine 2000, 
ELISA/ELISPOT Diluent 
Invivogen nano-SiO2, ultračisti LPS iz E. coli 0111:B4, 
poly(I:C), Pam2CSK4, puromicin 
MedChemExpress CY-09 
Merck NaCl, NaOH, HCl, izopropanol, koktajl inhibitorjev 
fosfataz III, glicin 
New England Biolabs restriktaza MluI, pufer NEBuffer 3.1 
PreproTech hIL3 
Roche DOTAP 
Sigma-Aldrich nigericin, spermin, spermidin, resveratrol, rapamicin, 
AICAR, PT-1, BSA, tripsin-EDTA, triton X-100, 
etidijev bromid, ampicilin, DMSO, akrilamid, 
bisakrilamid, APS, TEMED, EDTA, Tween-20, BCA, 
XTT, PMS, β-merkaptoetanol, N-acetil-D-
glukozamin, β-estradiol, raztopina G418, polybrene, 
doksiciklin, Tris, raztopina BCA, CuSO4, CPI-His tag 
Šampionka varikina 
Thermo Fisher Scientific DNA-polimeraza Phusion HS II, hCSF-1, restriktazi 
NotI in DpnI, DNA-ligaza T4, 5x pufer rapid 
označevalec velikosti za AGE (GeneRuler Mix), 
označevalec velikosti za PAGE (PageRuler Plus 
Prestained), SuperSignal West Pico PLUS 
Chemiluminescent Substrate, SuperSignal West 
Femto Maximum Sensitivity Substrate, substrat TMB, 
avidin-HRP 
VWR NaDS 
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3.1.3 Raztopine in pufri 
Preglednica 4: Uporabljene raztopine in pufri. 
raztopina/pufer sestava 
10 × PBS 1,37 M NaCl, 27 mM KCl, 100 mM NaH2PO4, 
18 mM KH2PO4, pH 7,4  
10 × TBS 1,5 M NaCl, 200 mM Tris, pH 7,6 
pufer za spiranje plošč pri testu ELISA 1x PBS, 0,05 % Tween-20 
osnova za pufer za lizo sesalskih celic 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 % 
(w/v) NaDS, pH 8 
pufer za lizo sesalskih celic 1 % (v/v) proteazni inhibitor CPI-HisTag, 10 mM 
Tris, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 % (w/v) NaDS, 
pH 8 
pufer za lizo sesalskih celic za 
fosfoproteine 
4/5 osnove pufra za lizo sesalskih celic, 1/5 
5x fosfataznih inhibitorjev, 1 % (v/v) CPI-HisTag 
4 × nanašalni pufer z reducentom 
(NADS-PAGE) 
250 mM Tris/HCl pH 6,8, 8 % NaDS, 40 % glicerol, 
20 % β-merkaptoetanol, 0,04 % bromfenil modro 
50 × TAE 40 mM Tris, 20 mM ocetna kislina, 1 mM EDTA 
pufer za prenos western 25 mM Tris, 192 mM glicin, 20 % metanol, pH 8,3 
6 × nanašalni pufer (AGE) 0,25 % bromfenil modro, 0,25 % ksilencianol, 40 % 
(w/v) glukoza 
pufer za NaDS-PAGE 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1 % NaDS, pH 8,3 
pufer za spiranje TBST 1x TBS, 0,05 % Tween 20 
blokirni pufer TBST z BSA  
(za fosfoproteine) 
1x TBS, 0,05 % Tween 20, 1 % (w/v) BSA 
blokirni pufer PBST z iBlock 1x PBS, 0,05 % Tween 20, 0,2 % (w/v) iBlock 
pufer za odstranjevanje protiteles 0,1 % NaDS, 1 % Tween-20, 15 g/L glicin, pH 2,2 
3.1.4 Kompleti reagentov 
Preglednica 5: Uporabljeni kompleti reagentov s proizvajalci. 
proizvajalec komplet reagentov 
eBioscience kompleti reagentov za test ELISA: mouse IL-1β ELISA Kit, 
mouse IL-6 ELISA Kit, mouse TNFα ELISA Kit 
Invitrogen kompleti reagentov za test ELISA: Uncoated ELISA Kit hIL1β 
Roche komplet reagentov za test LDH: Cytotoxicity Detection Kit 
(LDH) 
Thermo Fisher Scientific komplet reagentov za izolacijo plazmidne DNA: GeneJET 
Plasmid MiniPrep Kit 
VWR komplet reagentov za izolacijo DNA iz agaroznih gelov: 
peqGOLD Gel Extraction Kit 
3.1.5 Vektorji 
Pri delu smo uporabili vektorja pAMPK alpha 1 full length (Addgene) in pRetroX-
TRE3G (Clontech). pAMPK smo uporabili kot vir gena za AMPKα1, pRetroX-TRE3G 
pa je služil kot ogrodje za vnos genov v sesalske celične linije.  
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Vektor pRetroX-TRE3G (Slika 5) omogoča pripravo rekombinantnih retrovirusov v 
pakiranih linijah, saj vsebuje pakirni signal (MMLV Ψ). Z rekombinantnimi retrovirusi 
lahko v genom prejemnih celic integriramo zaporedje, ki se nahaja med signaloma 5'-
LTR in 3'-LTR. Za selekcijo bakterijskih celic z vektorjem uporabimo ampicilin, pri 
sesalskih celicah pa puromicin. Vektor vsebuje tudi multiplo klonirno mesto (MCS), 
kamor vnesemo zapis za želeni protein. pRetroX-TRE3G omogoča inducibilno 
izražanje gena pod kontrolo promotorja TRE3GV v celicah, ki izražajo Tet-On 3G 
transaktivatorski protein. V prisotnosti doksiciklina se ta veže na transaktivatorski 
protein, ki se veže na operator tet (tetO) in aktivira transkripcijo gena, pod kontrolo 
promotorja TRE3GV (PTRE3GV) [83]. V odsotnosti doksiciklina se transaktivatorski 
protein ne more vezati na tetO, zato se gen ne prepisuje. 
Slika 5: Shema vektorja pRetroX-TRE3G z oznakami. 
3.1.6 Začetni oligonukleotidi 
Preglednica 6: Uporabljeni začetni oligonukleotidi. Odebeljeno je označena mutacija. 
oznaka zaporedje (5'3') 
T183D-F GGTGAATTTTTAAGAGATAGCTGTGGCTCAC 
T183D-R GTGAGCCACAGCTATCTCTTAAAAATTCACC 
AMPK-F CGACGCGTGCCACCATGGGGTACTACCATCACCATCAC 
AMPK(1-312)-R ATTTGCGGCCGCTTAGTACAGGCAGCTGAGGACC 
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oznaka zaporedje (5'3') 
AMPK(nov)-F 
CGACGCGTGCCACCATGCGCAGACTCAGTTCCTGGAGAAAGATGGCGA
CGGCCGAGAAGCAGAAACACGACG 
XTRE3G-FOR GTGATAGAGAACGTATGTCG 
AMPKF1 TAAGAACAAGCTGTGGCTC 
3.1.7 Protitelesa 
Preglednica 7: Uporabljena protitelesa s proizvajalci. 
proizvajalec protitelo 
Cell Signaling Technology 
 
zajčje protitelo proti ACC (primarno) 
zajčje protitelo proti fosfo-ACC (Ser79) (primarno) 
zajčje protitelo proti AMPKα (D5A2) (primarno) 
zajčje protitelo proti α/β-tubulinu (primarno) 
Abcam kozja poliklonska protitelesa proti zajčjim IgG, konjugirana 
s HRP (sekundarna) 
3.1.8 Sesalske celične linije  
Preglednica 8: Uporabljene sesalske celične linije. 
celična kultura opis 
iBMDM  imortalizirani mišji makrofagi, izolirani iz kostnega mozga 
BLaER1 človeške levkemične prekurzorske B-celice 
Gryphon Ampho pakirna linija za retrovirusno transdukcijo 
ASC-GFP iBMDM iBMDM, ki izražajo fuzijo ASC in GFP 
3G/iBMDM iBMDM, transducirani s praznim vektorjem pRetroX-TRE3G  
CA/iBMDM iBMDM, transducirani s pRetroX-TRE3G/CA-AMPK 
nCA/iBMDM iBMDM, transducirani s pRetroX-TRE3G/nCA-AMPK 
3.1.9 Gojišča za gojenje sesalskih celičnih kultur  
Preglednica 9: Uporabljena gojišča za sesalske celične linije. 
gojišče uporaba 
DMEM z 10 % FBS  gojenje iBMDM in vseh izvedenih linij 
DMEM brez FBS eksperimenti s spojinami na iBMDM 
RPMI, 25 mM HEPES, 10 % FBS, 2 % 
Pen/Strep, 0,1 % β-merkaptoetanol 
gojenje celic BLaER1 ter eksperimenti s 
spojinami pri teh celicah 
RPMI, 25 mM HEPES, 10 % FBS, 2 % 
Pen/Strep, 0,1 % β-merkaptoetanol, 10 ng/mL 
hIL-3, 10 ng/mL hrCSF-1 (hM-CSF), 100 nM 
β-estradiol 
transdiferenciacija celic BLaER1  
Opti-MEM priprava transfekcijskih mešanic z DOTAP 
oziroma Lipofectamine 2000 
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3.1.10 Bakterijske kulture 
Preglednica 10: Uporabljene bakterijske kulture in njihov genotip. 
bakterijska kultura genotip 
Escherichia coli TOP10 
F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 
ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK 
rpsL (StrR) endA1 nupG 
3.1.11 Gojišča za gojenje bakterijskih kultur 
Preglednica 11: Sestava gojišč za bakterijske kulture. 
gojišče sestava 
tekoče gojišče LB 10 g/L tripton, 10 g/L NaCL, 5 g/L kvasni ekstrakt  
tekoče gojišče LBA 10 g/L tripton, 10 g/L NaCL, 5 g/L kvasni ekstrakt, 
50 µg/mL ampicilin 
trdno gojišče LBA 10 g/L tripton, 10 g/L NaCL, 5 g/L kvasni ekstrakt, 15 g/L 
agar, 50 µg/mL ampicilin 
3.1.12 Založne raztopine spojin 
Preglednica 12: Založne raztopine testiranih spojin 
spojina založna raztopina 
metformin 100 mM v PBS 
spermin 100 mM v PBS 
spermidin 100 mM v PBS 
resveratrol 100 mM v DMSO 
kurkumin 20 mM v DMSO 
rapamicin 1 mM v DMSO 
AICAR 19,36 mM v MQ 
PT-1 14,06 mM v DMSO 
MCC950 10 mM v DMSO 
CY-09 10 mM v DMSO 
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3.2 Metode 
3.2.1 Sterilno delo 
Pripomočki za delo s sesalskimi celičnimi linijami so bili dobavljeni v sterilni embalaži 
ali pa smo jih pred začetkom dela sterilizirali z avtoklaviranjem. S sesalskimi celicami 
smo rokovali zgolj v brezprašnih komorah, površine in uporabljen material pa smo pred 
delom prebrisali s 70 % etanolom. Z bakterijskimi kulturami smo rokovali ob gorilniku 
na površinah, prebrisanih s 70 % etanolom. Pripomočke smo pred delom bodisi 
avtoklavirali, bodisi ožgali v plamenu. 
3.2.2 Delo z mišjimi celičnimi kulturami 
Pri eksperimentih smo uporabljali različne mišje celične kulture (poglavje 3.1.8), ki so 
izvirale iz imortaliziranih mišjih makrofagov iz kostnega mozga (iBMDM). Značilnost 
teh celic je, da se pritrdijo na podlago in rastejo v enem sloju. iBMDM smo gojili v 
posodah za pritrjene kulture v gojišču DMEM z 10 % FBS pri 37 °C v atmosferi s 5 % 
CO2.  
3.2.2.1 Odmrzovanje celic 
Sesalske celične linije so bile shranjene v zbirki v 1 mL alikvotih v FBS z 10 % DMSO 
v parah tekočega dušika pri -196 °C. Zamrznjene celice smo vzeli iz zbirke in jih 
odmrznili na sobni temperaturi. 1 mL celične suspenzije smo prenesli v 15 mL 
centrifugirko z 9 mL gojišča DMEM z 10 % FBS in centrifugirali 5 min pri 1200 rpm, 
da smo posedli celice. Supernatant smo odsesali, celice resuspendirali v 10 mL svežega 
gojišča DMEM z 10 % FBS ter suspenzijo prenesli v gojitveno posodo. 
3.2.2.2 Redčenje celic 
Gostoto celic smo spremljali s svetlobnim mikroskopom. Celice smo razredčili, ko so 
prerasle večino površine gojitvene posode, običajno po dveh ali treh dneh. Najprej smo 
odsesali gojišče, nato pa celice nežno sprali s 5 mL PBS. PBS smo odstranili in v 
posodo dodali 2 mL tripsina, da so se celice odlepile od podlage. Tripsin smo 
inaktivirali po približno 5 min z dodatkom 8 mL DMEM z 10 % FBS, celice 
resuspendirali s pipeto in jih prenesli v 15 mL centrifugirko. Celice smo za nadaljnje 
gojenje zredčili z gojiščem DMEM z 10 % FBS v končnem volumnu 10 mL, običajno 
za faktor 5-krat ali 10-krat. Preostanek celic smo zamrznili (poglavje 3.2.2.4), zavrgli ali 
pa jih uporabili za eksperiment (poglavje 3.2.2.3). 
3.2.2.3 Štetje celic in nacepitev za eksperimente 
Ko so celice v gojitvenih posodah dosegle želeno gostoto, smo jih uporabili za 
eksperimente. Celice smo odlepili s tripsinom in jih resuspendirali v gojišču DMEM z 
10 % FBS, kot je opisano v poglavju 3.2.2.2. Za štetje celic smo v mikrocentrifugirki 
zmešali 10 µL celične suspenzije z 10 µL barvila tripan modro. 10 µL mešanice smo 
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prenesli v števno komoro in celice prešteli z napravo Countess. Celice smo zredčili do 
želene koncentracije v gojišču DMEM z 10 % FBS, jih nacepili na različne plošče 
(Preglednica 13) in jih normalno gojili do začetka eksperimenta. 
Preglednica 13: Volumen gojišča za eksperimente na različnih ploščah. 
vrsta plošče 
volumen gojišča  
na vdolbinico 
končna analiza 
plošča s 96 vdolbinicami 100 µL ELISA, LDH, XTT 
plošča z 48 vdolbinicami 300 µL prenos western 
plošča s 24 vdolbinicami 500 µL prenos western 
komora za mikroskopiranje z 8 vdolbinicami 250 µL mikroskopiranje 
3.2.2.4 Zamrzovanje celic 
Celice smo zamrzovali po potrebi, da smo vzdrževali zalogo posameznih celičnih linij. 
Celice v gojitveni posodi smo najprej odlepili od podlage in resuspendirali v gojišču 
DMEM z 10 % FBS, kot je opisano v poglavju 3.2.2.2. Preostanek celic v suspenziji, ki 
je nismo uporabili za redčenje, smo posedli s centrifugiranjem 5 min pri 1200 rpm. 
Supernatant smo odsesali in celice resuspendirali v 2 mL FBS z 10 % DMSO. Po 1 mL 
suspenzije smo shranili v zamrzovalne posodice in jih takoj prenesli na -80 °C za vsaj 
24 ur. Alikvote smo shranili v skrinjo s parami tekočega dušika pri -196 °C. 
3.2.3 Delo s človeško celično linijo BLaER1 
Pri eksperimentih smo uporabljali tudi človeško celično linijo BLaER1. Gre za 
imortalizirane človeške B-celice, ki jih lahko transdiferenciramo do makrofagov. Celice 
BLaER1 izražajo fuzijo C/EBPαER-GFP, ki je sestavljena iz transkripcijskega 
dejavnika C/EBPα, hormon vezavne domene estrogenskega receptorja (ER) in zelenega 
fluorescenčnega proteina (GFP) [84]. β-estradiol se veže na ER in sproži translokacijo 
C/EBPαER-GFP v jedro, kjer C/EBPα vpliva na izražanje genov, ki usmerjajo 
diferenciacijo celic do zrelih celic mieloidne linije. Z dodatkom dejavnika CSF-1 
diferenciacijo usmerimo proti makrofagom, IL-3 pa omogoči proliferacijo celic 
mieloidne linije. Izhodne celice BLaER1 so suspenzijske, po transdiferenciaciji pa se 
celice pritrdijo na površino, prenehajo množiti in postanejo fagocitne [85].  
Celice BLaER1 smo gojili v gojitvenih posodah za suspenzijske kulture v gojišču 
RPMI, 25 mM HEPES, 10 % FBS, 2 % penicilin/streptomicin, 0,1 % β-merkaptoetanol. 
Gojili smo jih v inkubatorju pri 37 °C v atmosferi s 5 % CO2. V nadaljevanju so opisani 
postopki, ki so bili drugačni kot pri mišjih kulturah (poglavje 3.2.2).  
3.2.3.1 Redčenje celic 
Celice BLaER1 smo prešteli, ko so dosegle želeno gostoto. Ker so celice suspenzijske, 
smo prenesli celotno vsebino gojitvene posode neposredno v 15 mL centrifugirko in 
celice prešteli z napravo Countess po predhodno opisanem postopku (poglavje 3.2.2.3). 
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Celice smo zredčili do koncentracije 2 × 105 celic/mL z gojiščem in jih normalno gojili 
naprej. 
3.2.3.2 Nacepitev in transdiferenciacija celic BLaER1  
Celice BLaER1 smo morali pred eksperimentom transdiferencirati do makrofagov. Po 
štetju smo celice zredčili do koncentracije 5 × 105 celic/mL v gojišču za 
transdiferenciacijo celic BLaER1 (Preglednica 9), ki je vsebovalo β-estradiol, hCSF-1 
in hIL-3. Celice smo nacepili na ploščo s 96 vdolbinicami (100 µL na vdolbinico) in jih 
gojili 4-5 dni. V tem času so celice spremenile obliko in se pritrdile. Zaključek 
transdiferenciacije smo določili pod svetlobnim mikroskopom in transdiferencirane 
celice BLaER1 uporabili za eksperimente. 
3.2.4 Nekanonična aktivacija inflamasoma NLRP3 pri iBMDM 
Inflamasom NLRP3 nekanonično aktivira prisotnost LPS v citosolu, kar zazna 
kaspaza 11 [33]. LPS smo v citosol vnesli s transfekcijo s pomočjo liposomskega 
transfekcijskega reagenta DOTAP. Pri iBMDM smo najprej optimizirali nekanonično 
aktivacijo in vzpostavili delovni protokol, nato pa smo ovrednotili še učinek spojin na to 
pot aktivacije.  
3.2.4.1 Optimizacija nekanonične aktivacije NLRP3 
Pri nekanonični aktivaciji smo testirali 3 različne začetne stimule, dve koncentraciji 
DOTAP/LPS ter dva časa inkubacije. Na ploščo s 96 vdolbinicami smo nacepili 
7,5 × 104 celic na vdolbinico v gojišču DMEM z 10 % FBS. Sledila je začetna 
stimulacija v gojišču DMEM, kjer smo celice za 4 h izpostavili 200 µg/mL LPS (agonist 
TLR4), 1 µg/mL Pam2CSK4 (agonist TLR2/6) ali 1 µg/mL poly(I:C) (agonist TLR3). 
Med inkubacijo smo pripravili mešanico za transfekcijo LPS s pomočjo DOTAP za 3 
luknjice. LPS smo raztopili v Opti-MEM za končni koncentraciji 2,5 µg/mL (v 8,75 µL) 
in 5 µg/mL (v 17,5 µL). V enakih volumnih smo zmešali tudi DOTAP in Opti-MEM v 
razmerju 1:1. Po 5 min smo za posamezno koncentracijo združili raztopini LPS in 
DOTAP ter mešanico inkubirali 30 min. Transfekcijsko mešanico DOTAP/LPS smo 
dopolnili do 175 µL z Opti-MEM. Celicam smo odsesali gojišče, jim dodali 50 µL Opti-
MEM in 50 µL mešanice DOTAP/LPS ter inkubirali 6 h oziroma preko noči. V celičnih 
supernatantih smo določili koncentracijo IL-1β (ELISA) ter celično smrt (test LDH). 
3.2.4.2 Ovrednotenje učinka spojin na nekanonično aktivacijo NLRP3 
Učinek spojin na nekanonično aktivacijo smo testirali na plošči s 96 vdolbinicami, na 
katero smo nacepili 7,5 × 104 celic na vdolbinico. Celice smo stimulirali 4 h z 1 µg/mL 
Pam2CSK4 v DMEM. Gojišče smo odsesali in celicam dodali po 100 µL raztopin 
spojin v DMEM za 30 min. Raztopine spojin smo pripravili predhodno s serijskim 
redčenjem založnih raztopin v gojišču. V vmesnem času smo pripravili transfekcijsko 
mešanico z 2,5 µg/mL DOTAP/LPS za celotno ploščo. 38,5 µL LPS (1 mg/mL) smo 
raztopili v 346,5 µL Opti-MEM, ločeno pa smo zmešali 192,5 µL DOTAP z 192,5 µL 
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Opti-MEM. Po 5 min smo raztopini združili in mešanico inkubirali 30 min. Na koncu 
smo dodali še 2310 µL Opti-MEM in po 25 µL transfekcijske mešanice DOTAP/LPS 
dodali na celice k 100 µL raztopin spojin za 6 h. Po končanem eksperimentu smo 
supernatant uporabili za določanje nivoja sproščenega IL-1β s testom ELISA (poglavje 
3.2.7) in celično smrt s testom LDH (poglavje 3.2.8). Za kontrolo smo preverili tudi 
učinek spojin na celice po začetni stimulaciji, brez dodanega DOTAP/LPS, kjer smo 
iskali potencialno citotoksičnost spojin. V tem primeru smo določili celično smrt s 
testom LDH in metabolično aktivnost s testom XTT (poglavje 3.2.9). 
3.2.5 Kanonična aktivacija inflamasoma NLRP3 pri iBMDM 
Pri kanonični aktivaciji inflamasoma NLRP3 smo ovrednotili učinek manjšega nabora 
spojin na sproščanje IL-1β (ELISA) in celično smrt (test LDH). Preučili smo tudi 
učinek spojin na tvorbo agregatov ASC. 
3.2.5.1 Ovrednotenje učinka spojin na kanonično aktivacijo NLRP3 
Na mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami smo nacepili 7,5 × 104 celic iBMDM na 
vdolbinico. Za kanonično aktivacijo NLRP3 smo celice za 6 h izpostavili 100 ng/mL 
LPS v DMEM z 10 % FBS, nato pa gojišče zamenjali s 100 µL raztopin spojin v 
DMEM z 10 % FBS. Po 30 min inkubacije smo v luknjice dodali po 25 µL aktivatorja s 
5x končno koncentracijo v gojišču DMEM z 10 % FBS. Kanonično pot smo aktivirali 
1 h s 5 µM nigericinom oziroma 5 h s 50 µg/mL nanodelcev silicijevega dioksida 
(nano-SiO2). Po končanem eksperimentu smo s supernatanti določili koncentracijo 
sproščenega IL-1β (ELISA) in celično smrt (test LDH). Preučili smo tudi učinek spojin 
na celično smrt (test LDH) in metabolično aktivnost (test XTT) pri začetno stimuliranih 
celicah, kar smo uporabili za določitev citotoksičnosti spojin. 
3.2.5.2 Učinek spojin na tvorbo agregatov ASC pri kanonični aktivaciji NLRP3 
Agregati adapterja ASC so pokazatelj aktivacije inflamasoma NLRP3 [13], njihovo 
prisotnost pa smo spremljali s fluorescenčno mikroskopijo pri iBMDM, ki izražajo 
fuzijski protein ASC-GFP. 
Za eksperiment smo nacepili 1,25 × 105 celic ASC-GFP iBMDM na krovna stekla v 
komori za mikroskopiranje. Celice smo preko noči izpostavili 100 ng/mL LPS v 
DMEM z 10 % FBS. Nato smo gojišče za 3 min zamenjali v gojišče s 5 µg/mL barvila 
Hoechst 33342, ki je fluorescenčno obarvalo jedra. Celice smo dvakrat sprali s svežim 
gojiščem in jim dodali po 200 µL raztopin testiranih spojin v DMEM. Po 30 min 
inkubacije smo dodali še 50 µL nigericina do končne koncentracije 5 µM. Po 1 h smo 
celice opazovali pod konfokalnim mikroskopom Leica TCS SP5.  
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3.2.6 Alternativna aktivacija inflamasoma NLRP3 
Alternativno aktivacijo inflamasoma NLRP3 sprožijo različni stimuli. Pri človeških 
celicah BLaER1 smo ovrednotili učinek spojin na alternativno aktivacijo z LPS [34]. Pri 
mišjih celicah iBMDM pa smo preizkusili različne aktivatorje, da bi vzpostavili 
protokol za alternativno aktivacijo. 
3.2.6.1 Ovrednotenje učinka spojin na alternativno aktivacijo NLRP3 pri 
transdiferenciranih celicah BLaER1 
Najprej smo na plošči s 96 vdolbinicami transdiferencirali celice BLaER1, kot je 
opisano v poglavju 3.2.3.2. Uporabili smo 5 × 104 celic na vdolbinico. Po 
transdiferenciaciji smo celicam odsesali gojišče in jim dodali po 100 µL raztopin spojin 
v gojišču RPMI, 25 mM HEPES, 10 % FBS, 0,1 % 2-merkaptoetanol. Po 30 min smo k 
spojinam dodali še 25 µL raztopine LPS do končne koncentracije 200 ng/mL. Celice 
smo stimulirali 14 h in nato analizirali sproščanje IL-1β (ELISA), celično smrt (LDH) 
in metabolično aktivnost (XTT). Testirali smo tudi učinek spojin na celice brez 
dodanega LPS, kjer smo preverjali citotoksičnost spojin. 
3.2.6.2 Optimizacija alternativne aktivacije NLRP3 pri iBMDM 
Za aktivacijo alternativne poti pri iBMDM smo po začetni stimulaciji z LPS testirali 
aktivatorje peptidoglikan (PGN), N-acetil-D-glukozamin (NAG) ter oksidirana 
fosfolipida POVPC in PGPC [35]. Pri aktivaciji z NAG smo preizkusili tudi začetno 
stimulacijo s Pam2CSK4. Testirali smo različne čase aktivacije (6 h ali preko noči) ter 
različne koncentracije aktivatorjev (Preglednica 14).  
Preglednica 14: Aktivatorji alternativne poti pri iBMDM in testirane koncentracije. 
aktivator testirane koncentracije 
peptidoglikan 25 µg/mL, 50 µg/mL, 250 µg/mL, 500 µg/mL  
N-acetil-D-glukozamin 100 mM, 250 mM 
POVPC 10 µg/mL, 25 µg/mL, 50 µg/mL, 100 µg/mL 
PGPC 10 µg/mL, 25 µg/mL, 50 µg/mL, 100 µg/mL 
Na ploščo s 96 vdolbinicami smo nacepili 7,5 × 104 celic iBMDM na vdolbinico. Celice 
smo stimulirali 4 h z 200 ng/mL LPS v DMEM oziroma 4 h z 1 µg/mL Pam2CSK4. 
Aktivatorje PGN, POVPC in PGPC smo pripravili z raztapljanjem v gojišču DMEM do 
dvakratnih testiranih koncentracij (Preglednica 14). Na celice smo nato dodali 50 µL 
gojišča DMEM in 50 µL raztopine aktivatorja. NAG smo pripravili po posebnem 
postopku. K 1 M raztopini NAG v Opti-MEM smo dodali transfekcijski reagent 
Lipofectamine 2000 v razmerju 1 µL na 25 µL NAG ter mešanico inkubirali 30 min. Na 
celice smo za 100 mM NAG dodali najprej 90 µL DMEM in nato še 10 µL mešanice z 
NAG, za 250 mM NAG pa 75 µL DMEM in 25 µL mešanice z NAG. Celice smo 
aktivirali 6 h oziroma preko noči, na koncu pa smo analizirali sproščanje IL-1β (ELISA) 
in celično smrt (test LDH). 
 
Rok Miklavčič, Ovrednotenje vpliva aktivacije z AMP aktivirane protein kinaze na inflamasom NLRP3 
27 
 
3.2.7 Meritev koncentracije sproščenih citokinov s testom ELISA 
Za meritev sproščanja citokinov smo uporabili posredni encimskoimunski test (ELISA), 
ki se uporablja za zaznavo antigenov. Pri testu najprej na podlago vežemo lovilno 
protitelo za antigen, ki ga določamo, nato pa blokiramo prosta vezavna mesta na 
površini. Na ploščo nanesemo vzorec in standardno raztopino antigena. Molekule 
antigena se vežejo na lovilna protitelesa, nevezane molekule pa speremo. Nato dodamo 
druga protitelesa proti istemu antigenu, ki so konjugirana z biotinom. Po spiranju 
dodamo hrenovo peroksidazo, konjugirano z streptavidinom, ki se veže na biotin. 
Hrenova peroksidaza pretvori kromogeni substrat TMB do obarvanega produkta, ki ga 
zaznamo spektrofotometrično. 
Pri delu smo uporabljali komplete reagentov za test ELISA (Preglednica 5) in sledili 
navodilom proizvajalca. Lovilna protitelesa smo zredčili v priloženem pufru PBS in jih 
dan pred analizo nanesli na ploščo s 96 vdolbinicami s polovičnim premerom. Za 
blokiranje, nanos vzorcev, drugih protiteles in HRP smo uporabili raztopino 
ELISA/ELISPOT Diluent, ki vsebuje tudi goveji serum. Plošče smo spirali z napravo 
HydroSpeed (Tecan) s pufrom PBS z 0,05 % Tween 20. Na koncu analize smo s 
čitalnikom plošč SynergyMx (BioTek) izmerili vrednosti A450nm, ki smo ji odšteli 
ozadje (A570nm). Iz odzivov standardih raztopin smo pripravili umeritveno krivuljo in z 
njeno pomočjo izračunali koncentracijo citokina v vzorcih. 
3.2.8 Analiza celične smrti s testom LDH 
Laktat dehidrogenaza (LDH) je citosolni encim, prisoten pri vseh tipih celic, ki se ob 
poškodbi celične membrane hitro sprosti v gojišče. S testom LDH lahko kolorimetrično 
spremljamo aktivnost LDH v celičnem supernatantu, ki je poenostavljeno sorazmerna s 
količino litično umrlih celic. Pri testu encim LDH katalizira pretvorbo laktata v piruvat 
in ob tem reducira NAD+ do NADH/H+. V drugi stopnji diaforaza uporabi NADH/H+ za 
redukcijo tetrazolijeve soli INT do rdeče obarvanega formazana. Litična celična smrt je 
sorazmerna količini nastalega formazana, kar lahko izmerimo spektrofotometrično kot 
A490nm [86]. 
Za naše eksperimente je pomembno, da se LDH zaradi velikosti ne sprošča preko por 
gasdermina D, ampak šele ob izlitju citoplazme ob piroptozi [35]. Pri preučevanju 
aktivacije NLRP3 lahko tako s testom LDH enostavno spremljamo piroptozo. 
Za analizo celične smrti smo uporabili komplet reagentov Cytotoxicity Detection Kit 
(LDH) po navodilih proizvajalca. Pri testu LDH smo imeli vedno kontrolo ozadja 
(gojišče), negativno kontrolo spontanega sproščanja LDH (netretirane celice) in 
pozitivno kontrolo z maksimalnim sproščanjem LDH (lizirane celice). Kontrolo z 
liziranimi celicami smo pripravili s hitro lizo z 0,2 % detergentom Triton X-100 tik pred 
vzorčenjem. Supernatante smo prenesli na ploščo s 96 vdolbinicami in jim dodali 
reakcijsko mešanico, ki je vsebovala raztopino barvila (INT in natrijev laktat) ter 
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katalizator (diaforaza in NAD+). Po 5 min inkubaciji smo s čitalnikom plošč 
SynergyMx izmerili A490nm ter odšteli ozadje (A680nm). Kjer je bilo to mogoče, smo 
izračunali odstotek celične smrti po Enačba 1, sicer pa smo za rezultat uporabili 
vrednost ΔALDH, ki predstavlja razliko A490nm in A680nm. 
    č            
                        
                          
      
Enačba 1: Izračun odstotka celične smrti pri testu LDH. Vrednosti A(netretirane) in A(lizirane) 
predstavljajo povprečne vrednosti triplikatov. 
3.2.9 Analiza metabolične aktivnosti s testom XTT  
Test XTT je kolorimetrični test za določanje celične metabolične aktivnosti, ki lahko 
odraža živost celic. Test temelji na redukciji tetrazolijeve soli XTT do topnega oranžno 
obarvanega formazana. Vir elektronov za redukcijo XTT je prenos elektronov preko 
plazmaleme, ki je povezan z normalno metabolično aktivnostjo živih celic. Za uspešno 
redukcijo XTT potrebujemo pri testu še vmesni prenašalec elektronov fenazin 
metosulfat (PMS) [87].  
Pri testu XTT smo uporabili smo v hiši pripravljene komponente, in sicer 0,9 mg/mL 
XTT v brezbarvnem DMEM in 3 mg/mL PMS v PBS. Reakcijsko mešanico smo 
pripravili z dodatkom 100 µL raztopine PMS v 10 mL raztopine XTT. Celicam smo 
odstranili supernatant, jim najprej dodali 100 µL brezbarvnega DMEM z 10 % FBS, 
nato pa še 50 µL reakcijske mešanice. Celice smo inkubirali vsaj 1 h pri 37 °C s 5 % 
CO2 in nato s čitalnikom mikrotitrskih plošč SynergyMx izmerili A490nm, ki smo ji 
odšteli ozadje (A680nm). Pri testu smo imeli poleg tretiranih celic tudi kontrolo ozadja 
(gojišče), pozitivno kontrolo (netretirane celice) in negativno kontrolo (lizirane celice), 
ki smo jo pripravili s hitro lizo z 0,2 % Triton X-100. Kjer je bilo to mogoče, smo 
izračunali metabolično aktivnost po Enačba 2, sicer pa smo za rezultat uporabili 
vrednost ΔAXTT, ki predstavlja razliko A490nm in A680nm. 
                           
                     
                          
      
Enačba 2: Izračun odstotka metabolične aktivnosti pri testu XTT. Vrednosti A(lizirane) in 
A(netretirane) so povprečne vrednosti triplikatov. 
3.2.10 Načrtovanje konstitutivno aktivnih variant AMPK 
V drugem delu magistrske naloge smo želeli pripraviti celično linijo mišjih makrofagov 
iBMDM, pri kateri bi lahko občasno inducirali sintezo konstitutivno aktivne AMPK. Na 
ta način bi simulirali nekontinuirane režime omejevanja vnosa energije, ki podaljšujejo 
življenje. Pri tej celični liniji bi lahko neposredno preučili vpliv aktivacije AMPK na 
delovanje inflamasoma NLRP3 in vnetne poti.  
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Endogena AMPK je heterotrimerna in se aktivira ob fosforilaciji v aktivacijski zanki ter 
ob vezavi AMP [76, 88]. Pri načrtovanju konstitutivno aktivne AMPK smo se 
zgledovali po članku, kjer so Woods in sodelavci opisali pripravo mišje konstitutivno 
aktivne AMPKα1. Encim je vseboval mutacijo Thr183Asp, ki je posnemala 
fosforilacijo, in je bil skrajšan na C-koncu pri aminokislinskem ostanku 312, da je 
deloval kot monomer brez avtoinhibitorne domene [89, 90]. Aktivnost konstrukta so 
pokazali pri fizioloških pogojih [89].  
Pri načrtovanju smo izhajali iz zapisa za mišjo AMPKα1 na vektorju pAMPK, ki je 
imel 12 N-končnih aminokislinskih ostankov zamenjanih z oznako His6 in 
prepoznavnim mestom za proteazo TEV. Odločili smo se, da bomo pripravili dve 
različni konstitutivno aktivni varianti AMPKα1. Obe sta vsebovali mutacijo Thr183Asp 
in sta bila skrajšani pri ostanku 312, razlikovali pa sta se po N-končnem zaporedju. Prva 
varianta, ki smo jo označili CA-AMPK (Slika 6), je imela N-končni del z vektorja 
pAMPK z oznako His6 in mestom TEV. Druga varianta, ki smo jo označili nCA-
AMPK, je imela N-končne aminokislinske ostanke divjega tipa encima brez oznak. 
Aminokislinsko zaporedje CA-AMPK in nCA-AMPK je prikazano v prilogah P3 in P4. 
Slika 6: Shema domenske strukture divje mišje AMPKα1 ter konstitutivno aktivnih variant CA-
AMPK in nCA-AMPK. AID - avtoinhibitorna domena. 
3.2.11 Molekulsko kloniranje 
S tehnikami molekulskega kloniranja smo pripravili gena za dve varianti konstitutivno 
aktivne AMPK. Najprej smo z usmerjeno mutagenezo pripravili gen za CA-AMPK, ki 
smo ga vnesli v vektor pRetroX-TRE3G. Naknadno smo genu za CA-AMPK dodali še 
zapis za manjkajoče aminokislinske ostanke in dobili gen za nCA-AMPK. 
3.2.11.1 Transformacija kompetentnih celic E. coli 
Alikvot zamrznjenih kompetentnih celic (200 µL) E. coli TOP10 smo odtajali na ledu. 
Celicam smo dodali 1 µL izolirane vektorske DNA oziroma 20 µL ligacijske mešanice 
in mešanico inkubirali na ledu 30 min. Sledil je toplotni šok z inkubacijo 3 min pri 
42 °C v termobloku. Celice smo vrnili na led, jim po 3 min dodali 800 µL tekočega 
gojišča LB in jih stresali 1 h na 37 °C pri 500 rpm. 100 µL kulture smo razmazali na 
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trdno selekcijsko gojišče LBA, preostanek celic pa skoncentrirali v 100 µL gojišča ter 
razmazali na novo ploščo LBA. Plošče smo inkubirali preko noči pri 37 °C. Na 
selekcijskem gojišču LBA so se namnožile samo bakterije, ki so med transformacijo 
uspešno sprejele vektor z genom za β-laktamazo, ki je omogočil odpornost na ampicilin. 
3.2.11.2 Priprava prekonočne kulture 
Po transformaciji smo na ploščah izbrali po tri kolonije in jih s sterilnim zobotrebcem 
prenesli v 10 mL tekočega gojišča LBA. Celice smo stresali pri 37 °C preko noči. 
3.2.11.3 Izolacija plazmidne DNA 
Prekonočno kulturo smo prelili v centrifugirko in celice posedli s centrifugiranjem 
5 min pri 10000 rpm. Supernatant smo zavrgli, usedlino pa uporabili za izolacijo DNA s 
kompletom reagentov GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit po navodilih proizvajalca. Na 
koncu smo vektorsko DNA eluirali s 30 µL MQ in spektrofotometrično določili njeno 
koncentracijo z napravo NanoDrop. Izolirano DNA smo hranili pri -20 °C. 
3.2.11.4 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
PCR je metoda za pomnoževanje specifičnega segmenta DNA s termostabilno DNA-
polimerazo. Reakcija poteka v ciklih s tremi temperaturnimi stopnjami, pri katerih 
potekajo denaturacija dvoverižne DNA (dsDNA), prileganje začetnih oligonukleotidov 
na enoverižno DNA in podaljševanje dsDNA. Uporabljali smo visoko procesivno in 
natančno DNA-polimerazo Phusion Hot Start II. 
PCR smo uporabili za uvedbo želenih mutacij v zapisu za AMPKα1, namnožitev 
vključkov in dodajanje restrikcijskih mest za kloniranje. 
3.2.11.5 Usmerjena mutageneza s PCR 
Z usmerjeno mutagenezo s PCR smo v zapisu za mišjo AMPKα1 na vektorju pAMPK 
zamenjali kodon 183 iz zaporedja ACA (kodira Thr) v zaporedje GAT (kodira Asp). 
Uporabili smo komplementarna začetna oligonukleotida (ZO) T183D-F in T183D-R z 
mutacijo, s katerima smo navzven pomnožili celoten vektor. Reakcijska mešanica te 
reakcije je prikazana v Preglednica 15, program reakcije pa v Preglednica 16.  
Preglednica 15: Reakcijska mešanica za PCR za usmerjeno mutagenezo. 
komponenta volumen [µL] 
končna koncentracija 
oziroma količina 
matrica DNA (50 ng/µL) 1 50 ng 
smerni ZO (10 µM) 2,5 0,5 µM 
protismerni ZO (10 µM) 2,5 0,5 µM 
pufer HF (5x) 10 1x 
mešanica dNTP (10 mM vsak) 1 200 µM vsak 
MQ 32,5 / 
polimeraza Phusion HS II (2 U/µL) 0,5 0,02 U 
skupni volumen 50  
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Preglednica 16: Program reakcije PCR za usmerjeno mutagenezo. 
korak temperatura [°C] čas 
začetna denaturacija 98 1 min 
denaturacija dsDNA 98 10 s 
prileganje ZO 55 30 s                30 ciklov 
podaljševanje dsDNA 72 3 min 
končno podaljševanje 72 10 min 
zaključek reakcije 10 ∞ 
Po končanem PCR smo v reakcijsko mešanico dodali 2,5 µL restrikcijske endonukleaze 
DpnI in mešanico inkubirali 5 h pri 37 °C. DpnI je razgradila metilirano matrično DNA 
z izvornim zaporedjem, ostala je samo mutirana hčerinska DNA, ki ni metilirana.  
Celotno mešanico (50 µL) smo uporabili za transformacijo kompetentnih celic E. coli 
TOP10, kot je opisano v poglavju 3.2.11.1. Uspešnost mutageneze smo preverili z 
določanjem nukleotidnega zaporedja izoliranega vektorja (poglavje 3.2.11.13). 
3.2.11.6 Namnožitev vključkov za restrikcijsko kloniranje 
S klasičnim PCR smo z vektorja pAMPK pomnožili skrajšan zapis za CA-AMPK in mu 
dodali 5'- in 3'-konce z restrikcijskimi mesti (MluI in NotI) za vnos v vektor pRetroX-
TRE3G. Uporabili smo začetna oligonukleotida AMPK-F in AMPK(1-312)-R. Na enak 
način smo naknadno z vektorja pRetroX-TRE3G/CA-AMPK pomnožili zapis za nCA-
AMPK in mu dodali restrikcijska mesta za vnos v pRetroX-TRE3G. Uporabili smo 
začetna oligonukleotida AMPK(1-312)-R in AMPK(nov)-F, s katerim smo zapisu za 
CA-AMPK dodali manjkajoče 5'-kodone ter ukinili zapis za His6-TEV. Sestava obeh 
reakcijskih mešanic je prikazana v Preglednica 15, program reakcije pa v Preglednica 
17. 
Preglednica 17: Program reakcije PCR za namnožitev vključkov za kloniranje. 
korak temperatura [°C] čas 
začetna denaturacija 98 1 min 
denaturacija dsDNA 98 10 s 
prileganje ZO 60 30 s                30 ciklov 
podaljševanje dsDNA 72 20 s 
končno podaljševanje 72 10 min 
zaključek reakcije 10 ∞ 
3.2.11.7 Agarozna gelska elektroforeza (AGE) 
AGE je metoda za ločevanje molekul DNA glede na velikost, ki temelji na potovanju 
negativno nabite DNA skozi agarozni gel v električnem polju.  
AGE smo uporabili za detekcijo produktov PCR ter ločitev fragmentov DNA po 
restrikciji. Uporabili smo 1 % agarozne gele, ki so v 120 mL pufra TAE vsebovali 1,2 g 
agaroze in 6 µL etidijevega bromida za detekcijo DNA. V žepke na gelu smo nanesli 
7 µL označevalca velikosti GeneRuler 1 kb DNA Ladder in vzorce (5 µL PCR 
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produktov oziroma 30 µL restrikcijske mešanice), ki smo jih pripravili z dodatkom 
primerne količine 6x nanašalnega pufra za AGE. Elektroforezo smo izvajali 45 min pri 
120 V, ločitev DNA pa smo preverili na transiluminatorju z UV-svetlobo. 
3.2.11.8 Čiščenje produktov PCR  
Ko smo z AGE smo potrdili uspešnost PCR, smo iz preostalih 45 uL reakcijske 
mešanice očistili produkte PCR s kompletom reagentov peqGOLD Gel Extraction Kit  
po navodilih proizvajalca. 
3.2.11.9 Rezanje DNA z restrikcijskimi endonukleazami 
Očiščene produkte PCR in vektor pRetroX-TRE3G smo rezali z restrikcijskima 
endonukleazama MluI in NotI, da smo ustvarili lepljive konce za ligacijo. Reakcijsko 
mešanico (Preglednica 18), smo inkubirali 2 h pri 37 °C, nato pa analizirali z AGE. 
Preglednica 18: Sestava restrikcijskih mešanic za rezanje očiščenih produktov PCR in 
tarčnega vektorja. 
komponenta produkti PCR pRetroX-TRE3G 
DNA 22,5 µL očiščenega produkta PCR 5,56 µL 900 ng/mL (5 µg) 
pufer NEBuffer 3.1 3 µL 10 µL 
restriktaza MluI 3 µL 10 µL 
restriktaza NotI 1,5 µL 5 µL 
MQ / 69,5 µL 
skupni volumen 30 µL  100 µL 
3.2.11.10 Izolacija DNA iz agaroznega gela 
Restrikcijsko mešanico smo analizirali z AGE (poglavje 3.2.11.7). Iz gela smo s 
skalpelom izrezali lise, ki so po velikosti ustrezale želenim fragmentom. DNA smo 
izolirali iz agaroznega gela s kompletom reagentov peqGOLD Gel Extraction Kit po 
navodilih proizvajalca. DNA smo na koncu eluirali s 30 µL priloženega elucijskega 
pufra in nadaljevali z ligacijo. 
3.2.11.11 Ligacija 
Pri ligaciji smo povezali rezan vključek z rezanim vektorjem v nov vektor. V reakcijski 
mešanici smo združili 100 ng rezanega vektorja pRetroX-TRE3G, 4 µL 5x pufra za 
hitro ligacijo, 1 µL DNA-ligaze T4 ter dodali rezani vključek do končnega volumna 
20 µL. Vzporedno smo pripravili tudi mešanico za kontrolno povratno ligacijo, kjer smo 
namesto vključka dodali MQ. Ligacijo smo izvajali 1 h pri sobni temperaturi in nato z 
ligacijsko mešanico transformirali kompetentne celice E. coli TOP10. Iz prekonočnih 
kultur smo izolirali rekombinantne vektorje pRetroX-TRE3G z vključenimi zapisi za 
konstitutivno aktivni varianti AMPKα1. Uspešnost ligacije smo najprej preverili s 
kontrolno restrikcijo, nato pa še z določanjem nukleotidnega zaporedja DNA. 
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3.2.11.12 Kontrolna restrikcija 
S kontrolno restrikcijo smo preverili uspešnost kloniranja na izoliranih plazmidih. V 
restrikcijski mešanici smo združili 500 ng izolirane DNA, 1 µL restriktaze MluI, 0,5 µL 
restriktaze NotI, 2 µL pufra NEBuffer 3.1 ter dodali MQ do končnega volumna 20 µL. 
Restrikcijo smo izvajali 1 h pri 37 °C, nato pa produkte analizirali na 1 % agaroznem 
gelu, kjer smo lahko potrdili prisotnost vključka.  
3.2.11.13 Določanje nukleotidnega zaporedja DNA 
Z določanjem nukleotidnega zaporedja smo potrdili uspešnost mutageneze v zapisu za 
AMPKα1 in ustreznost končnih vektorjev z zapisi za konstitutivno aktivni varianti 
AMPKα1. Nukleotidno zaporedje izoliranih vektorjev smo določili preko storitve 
LIGHTrun (GATC Biotech). Za določanje zaporedja smo pripravili 10 µL raztopine s 
400-500 ng vektorske DNA, vodo MQ in ustreznim začetnim oligonukleotidom v 
končni koncentraciji 2,5 µM. Prisotnost mutacije v zapisu za AMPKα1 smo določili z 
začetnim oligonukleotidom XTRE3G-FOR, zaporedje končnih vektorjev z zapisi CA-
AMPK oziroma nCA-AMPK pa smo določili z začetnima oligonukleotidoma XTRE3G-
FOR in AMPKF1. 
3.2.12 Transdukcija z retrovirusi 
Z retrovirusno transdukcijo in selekcijo smo pripravili celične linije iBMDM s stabilno 
vnesenimi zapisi za obe konstitutivno aktivni varianti AMPK (liniji CA/iBMDM in 
nCA/iBMDM) oziroma samo delom vektorja pRetroX-TRE3G brez gena (linija 
3G/iBMDM). Opisani proces transdukcije z retrovirusi je izvedla mentorica. 
Pakirno celično linijo Gryphon Ampho (Alelle Biotech) smo gojili v DMEM z 10 % 
FBS v inkubatorju pri 37 °C s 5 % CO2. Prvi dan smo nacepili 2 × 10
6 celic Gryphon 
Ampho na ploščo s 6 vdolbinami. Drugi dan smo celice transficirali s 4 µg vektorja 
pRetroX-TRE3G z želenim vključkom s pomočjo reagenta Lipofectamine 2000 po 
navodilih proizvajalca. Tretji dan smo zamenjali gojišče transficiranih celic v DMEM z 
10 % FBS. Poleg tega smo na novo ploščo s 6 vdolbinami nacepili 3 × 105 celic 
prejemne linije iBMDM, ki izražajo transaktivator Tet-On 3G. Četrti dan smo izvedli 
transdukcijo. Gojišče prejemnih celic smo zamenjali v DMEM z 10 % FBS z 2 µg/mL 
reagenta Polybrene. Supernatant pakirne linije, ki je vseboval rekombinantne 
replikativno nekompetentne retroviruse, smo filtrirali preko filtra z 0,45 µm porami in 
ga po kapljicah dodali v gojišče prejemne linije. Prejemne celice smo nemoteno gojili 
2 dni, nato smo jim zamenjali gojišče in jih prenesli v 6 cm petrijevke. Naslednji dan 
smo začeli selekcijo, kjer smo v gojišče celic dodali 1,5 mg/mL G418 in 6 µg/mL 
puromicina. Selekcijsko gojišče smo menjali s svežim na 2-3 dni približno 2 tedna, 
dokler celice niso bile dovolj goste za zamrzovanje.  
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3.2.13 Analiza indukcije CA-AMPK in nCA-AMPK 
Na pripravljenih celičnih linijah smo želeli potrditi, da lahko z doksiciklinom 
induciramo sintezo proteinov. Za test indukcije izražanja vnesenih genov smo na ploščo 
s 24 luknjicami nacepili po 3,75 × 105 celic na vdolbinico. Uporabili smo linije 
CA/iBMDM, nCA/iBMDM in 3G/iBMDM. 6 h po nacepitvi smo zamenjali gojišče v 
DMEM z 10 % FBS z različnimi koncentracijami doksiciklina (0 µg/mL, 0,1 µg/mL, 
1 µg/mL in 5 µg/mL) za 15 h oziroma 21 h. Celice smo vzorčili za analizo s prenosom 
western (poglavje 3.2.15), kjer smo za detekcijo indukcije uporabili protitelesa proti 
AMPKα, za kontrolo nanosa pa protitelesa proti α/β-tubulinu (Preglednica 7).  
3.2.14 Analiza aktivnosti CA-AMPK in nCA-AMPK 
Za naše delo je bilo pomembno, da sta inducirani CA-AMPK in nCA-AMPK tudi 
fiziološko aktivni, kar smo preverili na več načinov. S prenosom western smo analizirali 
spremembo v fosforilaciji acetil-CoA karboksilaze (ACC) na Ser79, ki je neposredni 
substrat AMPK. Preučili smo tudi učinek indukcije CA-AMPK in nCA-AMPK na 
sproščanje citokinov TNFα, IL-6 in IL-1β [80]. Pri obeh eksperimentih smo uporabili 
liniji CA/iBMDM in nCA/iBMDM, za kontrolo pa linijo 3G/iBMDM. 
3.2.14.1 Analiza učinka indukcije CA-AMPK in nCA-AMPK na fosforilacijo ACC 
Na ploščo z 48 vdolbinicami smo nacepili 1,5 × 105 celic posamezne linije na 
vdolbinico. Po 3 h smo gojišče zamenjali v DMEM z 10 % FBS in različnimi 
koncentracijami doksiciklina (0 µg/mL, 0,1 µg/mL in 0,5 µg/mL). Celice smo vzorčili v 
treh časovnih intervalih (25 h, 48 h, 72 h) in jih analizirali s prenosom western po 
postopku za določanje fosfoproteinov (poglavje 3.2.15). Vsak vzorec smo nanesli na 
dva gela, da smo na eni membrani določili količino fosfo-ACC (Ser79), na drugi pa 
količino celokupnega ACC. Istočasno smo na obeh membranah določili prisotnost 
tubulina, ki je služil za kontrolo nanosa. Uporabljena protitelesa so navedena v 
Preglednica 7.  
Slike membran smo analizirali s programom ImageJ. Na podlagi intenzitete lis smo 
najprej za posamezni vzorec izračunali razmerje v količini ACC in tubulina oziroma 
fosfo-ACC in tubulina. Nato smo izračunali še razmerje v količini fosfo-ACC in 
celokupnega ACC za vsak vzorec. 
3.2.14.2 Analiza učinka indukcije CA-AMPK in nCA-AMPK na sproščanje citokinov 
Na ploščo s 96 vdolbinicami smo nacepili 7,4 × 104 celic posamezne linije na 
vdolbinico. Po 5 h inkubacije smo zamenjali gojišče v DMEM z 10 % FBS in štirimi 
različnimi koncentracijami doksiciklina (0 µg/mL, 0,1 µg/mL, 1 µg/mL in 10 µg/mL), 
da smo inducirali sintezo CA-AMPK in nCA-AMPK. Čez 14 h smo v luknjice h gojišču 
z doksiciklinom dodali raztopino LPS do končne koncentracije 100 ng/mL (za 
določanje IL-6 in TNFα) oziroma 1 µg/mL (za določanje IL-1β). Za določanje IL-1β 
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smo celicam po 4 h zamenjali gojišče v 5 µM nigericin v DMEM za 1 h. Supernatante 
za določanje IL-6 in TNFα smo vzorčili po 5 h stimulacije z LPS, supernatante za 
določanje IL-1β pa po stimulaciji 4 h z LPS in 1 h z nigericinom. Vzorce smo uporabili 
za določitev koncentracije citokinov s testom ELISA (poglavje 3.2.7). 
Naknadno smo preverili še vpliv različno dolge (24 h, 48 h, 72 h) indukcije z 
doksiciklinom (0 µg/mL, 0,1 µg/mL in 0,5 µg/mL) na sproščanje IL-6. Po začetni 
indukciji smo gojišče zamenjali v 25 ng/mL LPS v DMEM za 18 h in s testom ELISA 
analizirali sproščanje IL-6. 
3.2.15 Prenos western 
Prenos western je sestavljena metoda za določitev prisotnosti specifičnih proteinov v 
mešanici celičnih proteinov. Proteine najprej ločimo po velikosti s poliakrilamidno 
gelsko elektroforezo, sledi prenos proteinov iz gela na površino membrane in detekcija s 
pomočjo protiteles. S prenosom western smo določili uspešnost indukcije CA-AMPK in 
nCA-AMPK ter njuno aktivnost preko analize fosforilacije ACC. Za kontrolo nanosa 
smo v obeh primerih uporabili α/β-tubulin. 
3.2.15.1 Vzorčenje celic za analizo proteinov 
Celicam smo odsesali gojišče in ploščo položili na led. V vdolbinice smo dodali po 
100 µL hladnega pufra za lizo (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 % NaDS, 
inhibitorji proteaz in po potrebi inhibitorji fosfataz). V pufru za lizo je bil vedno 
prisoten inhibitor proteaz, ki je preprečil razgradnjo proteinov v lizatu. Pri pripravi 
vzorcev za detekcijo fosforilacije ACC smo v pufer za lizo dodali tudi koktajl 
inhibitorjev fosfataz, da se po vzorčenju ni spremenil profil fosforilacije. Celične lizate 
smo prenesli v mikrocentrifugirke in jih shranili pri -80 °C. 
3.2.15.2 Meritev koncentracije proteinov v lizatih s testom BCA 
Test z bikinhonsko kislino (test BCA) omogoča kolorimetrično določitev koncentracije 
proteinov v vzorcu. Peptidne vezi v proteinih v prvi stopnji reakcije reducirajo Cu2+ do 
Cu+, nastale ione pa nato kelirata po dve molekuli bikinhonske kisline. Nastali 
kompleks absorbira svetlobo pri 562 nm, absorbanca pa je sorazmerna celokupni 
koncentraciji proteinov v vzorcu. 
Celične lizate smo odtalili na ledu in jih centrifugirali 5 min pri 17500 rpm pri 4 °C, da 
smo posedli ostanke celic. Supernatante, ki so vsebovali iskane proteine, smo prenesli 
na ohlajeno ploščo s 96 vdolbinicami. Za določitev koncentracije proteinov s testom 
BCA smo prenesli po 5 µL vzorcev na novo ploščo s 96 vdolbinicami in jih redčili s 
25 µL MQ. Na to ploščo smo nanesli tudi po 30 µL standardnih raztopin govejega 
serumskega albumina (BSA) s koncentracijami od 1 mg/mL do 0,03125 mg/mL. Nato 
smo dodali po 200 µL na vdolbinico reagenta za BCA (49/50 raztopine BCA, 1/50 
raztopine CuSO4) in mešanico inkubirali 30 min pri 37 °C. Vzorcem in standardom smo 
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s čitalnikom mikrotitrskih plošč SynergyMx izmerili A562nm ter preko umeritvene 
krivulje določili celokupno koncentracijo proteinov v vzorcih. 
3.2.15.3 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
(NaDS-PAGE) 
NaDS-PAGE je metoda za ločevanje denaturiranih proteinov po velikosti, ki temelji na 
potovanju nabitih proteinov v električnem polju. Pri analizi indukcije CA-AMPK in 
nCA-AMPK smo uporabili 10 % ločevalni gel, za analizo fosforilacije ACC pa 6 % 
ločevalni gel (Preglednica 19). V obeh primerih smo uporabili 1,5 mm debele gele s 15 
žepki na vertikalnem sistemu Mini-PROTEAN Tetra (Bio-Rad). Pred samo 
elektroforezo smo pripravili vzorce za nanos 30 µg celokupnih proteinov iz 
posameznega vzorca, glede na koncentracijo, izmerjeno s testom BCA. Primeren 
volumen lizata smo zredčili v MQ in dodali 4x nanašalni pufer za NaDS-PAGE z 
reducentom do končnega volumna 25 µL. Vzorce smo prekuhali 5 min pri 95 °C. V 
žepke smo nanesli 7 µL označevalca velikosti PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 
ter po 25 µL vzorcev. Elektroforezo smo izvajali 45 min pri konstantni napetosti 200 V. 
Preglednica 19: Sestava gelov za NaDS-PAGE. 
komponenta 
10 % ločevalni gel 
(1,5 mm) 
6 % ločevalni gel 
(1,5 mm)  
vstopni gel 
(1,5 mm)  
MQ 3,8 mL 5,2 mL 2,975 mL 
1,5 M Tris, pH 8,8 2,6 mL 2,6 mL / 
0,5 M Tris, pH 6,8 / / 1,25 mL 
30 % bis/akrilamid 3,4 mL 2 mL 0,67 mL 
APS 100 µL 100 µL 50 µL 
10 % NaDS 100 µL 100 µL 50 µL 
TEMED 10 µL 10 µL 5 µL 
3.2.15.4 Mokri prenos proteinov na nitrocelulozno membrano 
Po končani elektroforezi smo prenesli proteine iz gela na nitrocelulozno membrano z 
metodo mokrega prenosa. Membrano, gobice in filter papir smo pred prenosom 
namočili v pufru za prenos (25 mM Tris, 192 mM glicin, 20 % metanol, pH 8,3). Na 
podporni mreži smo sestavili sendvič za prenos, kjer smo komponente položili na belo 
mrežo v zaporedju: gobica, filter papir, membrana, gel, filter papir, gobica. Prenos smo 
izvajali 2,5 h za detekcijo ACC oziroma 1,5 h za detekcijo AMPKα pri konstantnem 
toku 350 mA. Prenos smo izvajali v hladnem pufru z dodanim hladilnim vložkom. 
3.2.15.5 Imunodetekcija proteinov na membrani 
Membrano smo po prenosu blokirali 1 h v pufru TBST z 1 % BSA za detekcijo ACC 
oziroma v pufru PBST z 2 g/L iBlock za detekcijo AMPKα. PBST z iBlock vsebuje 
fosfat in fosfoproteine, ki bi lahko motili detekcijo fosforiliranega ACC, zato smo tam 
uporabili pufer TBST z BSA. Po blokiranju smo na membrano nanesli primarna 
protitelesa proti tarčnim proteinom, ki smo jih zredčili v ustreznem blokirnem pufru. 
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Membrano smo zapakirali in jo s primarnimi protitelesi stresali preko noči pri 4 °C. 
Membrano smo nato sprali štirikrat po 5 min s pufrom PBST oziroma TBST, sledilo pa 
je 2 h stresanje s sekundarnimi protitelesi v blokirnem pufru. Po ponovnem spiranju 
smo na membrano dodali substrat za kemiluminescenco (Amersham ECL Prime 
Western Blotting Detection Reagent, SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent 
Substrate ali SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate) in izmerili 
luminescenco z napravo G:BOX (Syngene).  
Če smo želeli na isti membrani določiti še kak drug protein, smo z membrane odstranili 
vezana protitelesa. Membrane smo najprej stresali dvakrat po 10 min v pufru za 
odstranjevanje protiteles (0,1 % NaDS, 1 % Tween-20, 15 g/L glicin, pH 2,2), nato 
dvakrat po 10 min v pufru TBS oziroma PBS, na koncu pa še dvakrat po 5 min v pufru 
TBST oziroma PBST. Za detekcijo novega proteina smo nato ponovili postopek od 
blokiranja membrane naprej. 
3.2.16 Zasnova eksperimentov in obdelava rezultatov 
Eksperimente na ploščah s 96 vdolbinicami (za teste ELISA, LDH in XTT) smo vedno 
izvajali v triplikatih, kar pomeni, da so bile po 3 zaporedne luknjice tretirane na enak 
način. Na grafih so rezultati testov ELISA, LDH in XTT prikazani kot povprečje 
triplikatov iz eksperimenta s standardno napako.  
Pri eksperimentih, kjer smo ovrednotili učinek spojin, smo imeli na ploščah vedno 
negativno kontrolo (netretirane celice in samo začetno stimulirane celice) in pozitivno 
kontrolo (celotna aktivacija preučevane poti). Pri testih LDH in XTT smo za kontrolo 
uporabili še netretirane celice in samo začetno stimulirane celice, ki smo jih lizirali z 
0,2 % Triton X-100. 
Prikazane slike membran pri prenosu western izhajajo iz ene ponovitve eksperimentov. 
Za kvantifikacijo smo slike obdelali s programom ImageJ in rezultate prikazali na 
grafih. Pri testiranju indukcije in njenega učinka na fosforilacijo ACC ali sproščanje 
citokinov smo uporabili kontrolo, kjer celic nismo inducirali z doksiciklinom. 
Grafe smo narisali s programom GraphPad Prism 8, slike pa s programom Microsoft 
Office Power Point in spletnim programom BioRender. 
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4 Rezultati 
Tekom eksperimentalnega dela smo najprej vzpostavili protokole za nekanonično in 
alternativno aktivacijo NLRP3 pri iBMDM, v nadaljevanju pa smo preučili učinek 
izbranih spojin na različne poti aktivacije inflamasoma NLRP3 na mišjih in človeških 
celičnih kulturah. V drugem delu naloge smo se osredotočili na pripravo mišjih 
makrofagov, ki inducibilno izražajo konstitutivno aktivno varianto AMPKα1. Pri teh 
celicah smo preverili uspešnost indukcije, aktivnost induciranih proteinov in spremljali 
vpliv izražanja konstitutivno aktivne AMPK na aktivacijo vnetnih poti. 
4.1 Ovrednotenje učinka spojin na aktivacijo inflamasoma NLRP3 
4.1.1 Izbor spojin  
V magistrskem delu smo želeli ovrednotiti učinek različnih spojin na kanonično, 
nekanonično in alternativno aktivacijo inflamasoma NLRP3. Izbrali smo spojine, ki so v 
večletnih raziskavah pokazale vpliv na podaljševanje življenjske dobe ali dobe zdravega 
življenja pri enoceličnih organizmih, vinskih mušicah, glistah ali miših. Poleg teh smo 
izbrali tudi inhibitorje NLRP3 in spojine, ki delujejo na podobne tarče ter poti kot 
spojine, ki podaljšujejo življenje. Osrednji poti sta bili aktivacija avtofagije in aktivacija 
AMPK. Vpliv na te poti lahko posnema učinek omejitve vnosa energije, ki podaljšuje 
življenjsko dobo različnih organizmov [59, 62]. Izbrane spojine so prikazane v 
Preglednica 20, njihove strukture pa v prilogah P1 in P2. 
Preglednica 20: Izbrane spojine in njihovo delovanje. S črtami so ločene skupine spojin 
s podobnim načinom delovanja: aktivatorji avtofagije (skupina 1), aktivatorji AMPK 
(skupina 2) in inhibitorji NLRP3 (skupina 3). 
spojina delovanje mogoč mehanizem 
rapamicin aktivira avtofagijo [64, 91] inhibira mTOR 
spermidin aktivira avtofagijo, deluje 
protivnetno [66, 69] 
inhibira histonsko acetiltransferazo EP300 
[69] 
resveratrol* aktivira avtofagijo in AMPK [73, 
74, 92] 
aktivira histonsko deacetilazo sirtuin 1 
[73] 
kurkumin* aktivira avtofagijo, AMPK in 
sirtuine [93–95] 
inhibira mTOR, lipoksigenaze, pot NF-κB 
in druge [96] 
spermin deluje protivnetno, aktivira 
avtofagijo [70, 97] 
posredno aktivira p53 [70] 
PT-1 aktivira AMPK [98, 99] inhibira dihalno verigo [99] 
AICAR aktivira AMPK, inhibira NF-κB 
[100, 101] 
alosterično aktivira AMPK [100] 
metformin aktivira AMPK [102, 103] inhibira kompleks I dihalne verige [102] 
MCC950 inhibira NLRP3 [49–51] prepreči hidrolizo ATP na NACHT [50] 
CY-09 inhibira NLRP3 [52] prepreči vezavo ATP na NACHT [52] 
* resveratrol in kurkumin delujeta zelo nespecifično in vplivata na velik nabor tarč 
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Nekatere izbrane spojine so se že izkazale tudi kot inhibitorji aktivacije in delovanja 
inflamasoma NLRP3 pri specifičnih aktivacijskih poteh ali pri specifičnih fizioloških 
stanjih. Čeprav obstajajo genetski dokazi, da pri miših NLRP3 pomembno pospešuje 
staranje, nihče še ni sistematično preučil vpliva teh spojin na različne poti aktivacije 
inflamasoma NLRP3 na celičnih linijah in primerjal njihovih učinkov. Prav tako še 
nihče ni testiral inhibicije alternativne aktivacije NLRP3. Z obema nalogama smo se 
zato spopadli v tem magistrskem delu. 
4.1.2 Nekanonična aktivacija inflamasoma NLRP3 pri iBMDM 
4.1.2.1 Optimizacija nekanonične aktivacije inflamasoma NLRP3 pri iBMDM 
Pri celicah iBMDM smo morali najprej vzpostaviti in optimizirati protokol za 
nekanonično aktivacijo inflamasoma NLRP3 s transfekcijo celic z LPS s pomočjo 
reagenta DOTAP. Za začetek smo testirali različne čase aktivacije. Celice smo začetno 
stimulirali z 200 ng/mL LPS za 4 h in jih nato inkubirali s transfekcijsko mešanico 
DOTAP/LPS za 6 h ali 19 h. Pri začetnem testu nekanonične aktivacije smo spremljali 
zgolj količino sproščenega IL-1β (Slika 7).  
Slika 7: Primerjava nekanonične aktivacije NLRP3 z DOTAP/LPS po 6 h in 19 h. 
Pri 19 h aktivaciji z DOTAP/LPS se je sprostilo precej več IL-1β, kot pri 6 h aktivaciji 
(Slika 7), zato smo za nadaljnje delo izbrali daljšo aktivacijo. Ker smo pričakovali, da bi 
se pri uspešni nekanonični aktivaciji NLRP3 sprostilo več IL-1β, smo v naslednji 
stopnji testirali tudi različne začetne stimulacije.  
Celice smo začetno stimulirali 4 h z 200 ng/mL LPS, 1 µg/mL Pam2CSK4 (Pam2) 
oziroma 1 µg/mL poly(I:C), nato pa jih aktivirali 19 h z DOTAP/LPS. Tokrat smo 
spremljali sproščanje IL-1β in celično smrt, saj sta za nekanonično aktivacijo NLRP3 
značilna oba parametra [33]. Rezultati so prikazani na Slika 8. 
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Slika 8: Primerjava različne začetne stimulacije pri nekanonični aktivaciji NLRP3 z 
DOTAP/LPS. Spremljali smo sproščanje IL-1β (A) in celično smrt (B). 
Aktivacija z DOTAP/LPS po začetni stimulaciji z LPS je bila tokrat nekoliko močnejša, 
kot pri prvem poskusu, saj smo zaznali več IL-1β (Slika 8A). Zanimivo je, da kljub 
sproščanju IL-1β nismo zaznali celične smrti v primerjavi s kontrolo brez DOTAP/LPS 
(Slika 8B). Piroptoza je pomembna značilnost nekanonične aktivacije NLRP3, zato 
začetna stimulacija z LPS v našem primeru ni bila primerna za takšno aktivacijo [32]. 
Aktivacija z DOTAP/LPS po začetni stimulaciji s Pam2CSK4 je bila zelo močna, saj se 
je sprostilo največ IL-1β med testiranimi variacijami. Prav tako je bila izrazito visoka 
celična smrt, ki je bila podobna kot pri liziranih celicah (Pam2/Tr). Uspešna je bila tudi 
aktivacija po začetni stimulaciji s poly(I:C), kjer se je sprostila srednja količina IL-1β, 
smrtnost celic pa je bila nižja, kot pri začetni stimulaciji s Pam2CSK4. Pri začetni 
stimulaciji s Pam2CSK4 in poly(I:C) smo dobili želen profil nekanonične aktivacije 
NLRP3, saj se je IL-1β sproščal v prisotnosti celične smrti. Za ovrednotenje učinka 
spojin na nekanonično aktivacijo NLRP3 smo izmed obeh možnosti izbrali protokol z 
začetno stimulacijo s Pam2CSK4, ker se je tam sprostilo več IL-1β. Ker ni bilo večjih 
razlik v delovanju med različnima koncentracijama LPS v mešanici DOTAP/LPS, smo 
v nadaljevanju za transfekcijo uporabljali 2,5 µg/mL LPS. 
4.1.2.2 Ovrednotenje učinka spojin na nekanonično aktivacijo NLRP3 
Ko smo vzpostavili delujoč protokol za nekanonično aktivacijo NLRP3, smo lahko 
ovrednotili učinek spojin na sproščanje IL-1β (ELISA) in celično smrt (test LDH) pri 
tem načinu aktivacije NLRP3. Celice na plošči s 96 vdolbinicami smo začetno 
stimulirali 4 h z 1 µg/mL Pam2CSK4. Gojišče smo nato zamenjali v raztopine spojin v 
gojišču in po 30 min dodali mešanico DOTAP/LPS do končne koncentracije 2,5 µg/mL 
LPS. Po 19 h aktivacije smo analizirali omenjena parametra. V nadaljevanju (Slika 9-
Slika 12) so prikazani rezultati, kjer za posamezno skupino spojin (Preglednica 20) 
istočasno primerjamo učinek na oba parametra pri nekanonični aktivaciji NLRP3 z 
DOTAP/LPS. Vsi rezultati pa so zbrani v Preglednica 21. 
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Slika 9: Učinek rapamicina in spermidina na sproščanje IL-1β (A) in celično smrt (B) pri 
nekanonični aktivaciji NLRP3 z DOTAP/LPS. Slike predstavljajo reprezentativen eksperiment 
od dveh ponovitev. 
Pri pozitivni kontroli (DOTAP/LPS) smo dobili želen profil nekanonične aktivacije, saj 
se je sprostilo okrog 550 pg/mL IL-1β pri približno 55 % celični smrti (Slika 9). Pri 
negativnih kontrolah (nt, Pam2) se IL-1β po pričakovanju ni sproščal.  
Pri celicah, tretiranih z rapamicinom, se je zmanjšalo sproščanje IL-1β pri nekanonični 
aktivaciji skoraj na nivo neaktiviranih celic (Slika 9A). Učinek na celično smrt je bil 
znaten, saj je rapamicin že pri nižji koncentraciji razpolovil celično smrt, pri višji 
koncentraciji pa je bila tudi celična smrt na nivoju neaktiviranih celic (Slika 9B). Pri 
uporabljenih koncentracijah je rapamicin deloval zelo učinkovito, zato bi jih lahko tudi 
znižali. V literaturi je rapamicin inhibiral kanonično aktivacijo NLRP3 že pri 50 nM 
koncentraciji, njegovo delovanje pa je bilo povezano s povečano avtofagijo  [91]. Naši 
rezultati nakazujejo, da rapamicin inhibira tudi nekanonično aktivacijo NLRP3. 
Verjetno je, da njegov učinek tudi tukaj posreduje aktivacija avtofagije, vendar tega 
nismo preverjali. 
Tretiranje s spermidinom je zmanjšalo sproščanje IL-1β pri nekanonični aktivaciji, 
učinek pa je bil močnejši z naraščajočo koncentracijo spermidina (Slika 9A). Spermidin 
je minimalno vplival na celično smrt, pri 5 mM spermidinu pa smo opazili celo rahlo 
porast celične smrti glede na ostale koncentracije.  
Rapamicin in spermidin naj bi sicer oba delovala preko aktivacije avtofagije, vendar je 
bil njun učinek očitno različen. Obe spojini sta znižali sproščanje IL-1β, celično smrt pa 
je zmanjšal samo rapamicin. Spojini imata sicer tudi druge celične učinke, ki niso 
povezani z avtofagijo, kar bi lahko pojasnilo razliko v delovanju. Možno je tudi, da je 
spermidin inhibiral aktivacijo inflamasoma NLRP3, hkrati pa sam deloval rahlo 
citotoksično, kar je prikrilo učinek na celično smrt. Da bi te razjasnili učinke, smo v 
nadaljevanju preverili tudi citotoksičnost spojin v odsotnosti aktivatorja.  
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Slika 10: Učinek resveratrola, kurkumina in spermina na sproščanje IL-1β (A, B) in celično 
smrt (C, D) pri nekanonični aktivaciji NLRP3. Grafi so ločeni, saj smo eksperiment izvedli na 
dveh mikrotitrskih ploščah. Slike predstavljajo reprezentativen eksperiment od dveh ponovitev. 
10 µM resveratrol in 25 µM kurkumin sta zmanjšala sproščanje IL-1β in celično smrt 
pri nekanonični aktivaciji NLRP3 (Slika 10A, C), čeprav je kurkumin le šibko vplival 
na celično smrt. Pri podobnih koncentracijah je resveratrol v literaturi že inhibiral 
kanonično aktivacijo NLRP3 z ATP pri makrofagih, kjer je prav tako znižal sproščanje 
IL-1β in celično smrt [104]. Tudi opaženo delovanje kurkumina se sklada s podatki iz 
literature, kjer je kurkumin pri podobnih koncentracijah inhibiral sproščanje IL-1β brez 
vpliva na celično smrt pri kanonični aktivaciji NLRP3 z nigericinom pri makrofagih 
[105]. Obe spojini delujeta na širok nabor tarč, glede na naše rezultate pa nakazujeta 
tudi sposobnost inhibicije nekanonične aktivacije NLRP3. 
Spermin je izrazito znižal sproščanje IL-1β s koncentracijsko odvisnostjo, celično smrt 
pa je znižal samo pri najnižjih koncentracijah (0,625 mM in 1,25 mM). Pri 2,5 mM in 
5,0 mM koncentraciji je spermin izrazito povečal celično smrt (Slika 10D). To je 
nakazovalo na potencialno citotoksičnost, kar smo jo preverili kasneje. 
Slika 11: Učinek PT-1, AICAR in metformina na sproščanje IL-1β (A, B) in celično smrt (C, D) 
pri nekanonični aktivaciji NLRP3. Slike predstavljajo reprezentativen eksperiment od dveh 
ponovitev. 
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Tretiranje celic s PT-1 je učinkovito znižalo sproščanje IL-1β in popolnoma preprečilo 
celično smrt pri nekanonični aktivaciji z DOTAP/LPS. Negativna vrednost pri testu 
LDH (Slika 11C) izhaja iz normalizacije na neaktivirane celice in pomeni, da so celice 
po tretiranju s PT-1 bazalno sprostile manj LDH, kot celice, ki so bile stimulirane samo 
s Pam2CSK4. PT-1 sicer deluje tudi kot inhibitor dihalne verige, ki zagotavlja celično 
energijo. Inhibicija dihalne verige bi lahko zmanjšala proliferacijo celic [106], kar bi 
pojasnilo nižje bazalno sproščanje LDH. AICAR je pri obeh koncentracijah učinkovito 
znižal sproščanje IL-1β, a je pri višji koncentraciji (2,0 mM) povečal celično smrt glede 
na pozitivno kontrolo. Ker je pri nižji koncentraciji (0,5 mM) inhibiral celično smrt, je 
možno, da je bil pri višji (2,0 mM) že citotoksičen. Metformin je sicer popolnoma 
inhibiral sproščanje IL-1β (Slika 11), a je hkrati povečal celično smrt. Zaradi tega smo 
sumili na citotoksičnost metformina pri uporabljenih koncentracijah, kar smo kasneje 
tudi potrdili (Slika 13). Metformin je deloval citotoksično in je verjetno celice pobil 
prej, kot so lahko aktivirale IL-1β, kar pojasni njegov učinek pri nekanonični aktivaciji.  
Slika 12: Učinek MCC950 in CY-09 na sproščanje IL-1β (A) in celično smrt (B) pri 
nekanonični aktivaciji NLRP3. Slike predstavljajo reprezentativen eksperiment od dveh 
ponovitev. 
MCC950 je v uporabljenih koncentracijah razpolovil sproščanje IL-1β (Slika 12). Med 
različnima koncentracijama ni bilo razlik v učinku, kar je zanimivo, saj je v literaturi že 
1 µM MCC950 popolnoma inhibiral sproščanje IL-1β pri nekanonični aktivaciji [49]. 
Opaženi rezultati se skladajo z mehanizmom delovanja MCC950, ki specifično inhibira 
NLRP3 in procesiranje pro-IL-1β, ne vpliva pa na aktivnost kaspaze 11. Pri nekanonični 
aktivaciji je kaspaza 11 večinoma odgovorna za celično smrt in sproščanje LDH, zato 
MCC950 ne inhibira celične smrti. To se sklada z rezultati iz literature [49].  
CY-09 je zmanjšal sproščanje IL-1β in tudi celično smrt. Tega nismo pričakovali, saj 
naj bi bil CY-09 specifičen inhibitor NLRP3, zato bi moral delovati podobno kot 
MCC950. V literaturi je sicer CY-09 pri podobnih koncentracijah inhibiral sproščanje 
IL-1β pri nekanonični aktivaciji, a učinek na celično smrt ni bil prikazan [52]. 
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4.1.2.3 Citotoksičnost spojin pri celicah iBMDM, stimuliranih s Pam2CSK4 
Citotoksičnost spojin smo preučili pri začetno stimuliranih celicah v odsotnosti 
aktivatorja. Namen tega eksperimenta je bil, da bi potrdili, da učinek spojin na 
nekanonično aktivacijo ni posledica celične smrti. Spojine bi namreč lahko povzročile 
apoptozo ali drugačno celično smrt pred aktivacijo inflamasoma. Po 4 h začetne 
stimulacije s Pam2CSK4 smo gojišče celic zamenjali v redčitve spojin in jih inkubirali 
19 h v odsotnosti aktivatorja. Analizirali smo sproščanje IL-1β, celično smrt in 
metabolično aktivnost. Ker pri nobeni od testiranih učinkovin nismo zaznali sproščanja 
IL-1β, so prikazani samo rezultati testov LDH in XTT (Slika 13 in Slika 14).  
Slika 13: Ovrednotenje citotoksičnosti rapamicina, metformina, spermina in spermidina pri 
iBMDM po 19 h. Citotoksičnost spojin smo spremljali na začetno stimuliranih celicah v 
odsotnosti aktivatorja, učinek DOTAP/LPS pa je prikazan zgolj za primerjavo. Analizirali smo 
celično smrt (A) in metabolično aktivnost (B). 
10 µM rapamicin je deloval rahlo citotoksično pri obeh testih (Slika 13). To je sicer 
presenetljivo, saj pri isti koncentraciji rapamicina pri nekanonični aktivaciji nismo 
zaznali celične smrti (Slika 9). Metformin je bil izredno toksičen pri obeh 
koncentracijah, popolnoma je inhibiral tudi celično metabolično aktivnost. Ta rezultat je 
potrdil predhodno opazko, da smo pri testiranju učinka na nekanonično aktivacijo 
NLRP3 verjetno opazovali učinek citotoksičnosti metformina, ne pa inhibicije 
aktivacije NLRP3. Pri nadaljnjih eksperimentih smo se zato odločili za nižje 
koncentracije metformina. 
Spermin in spermidin sta s koncentracijsko korelacijo povečala celično smrt in 
zmanjšala celično metabolično aktivnost (Slika 13). Pri enaki koncentraciji je bolj 
citotoksično deloval spermin. To je potrdilo sum, da je bil tudi učinek spermina in 
spermidina vsaj pri višjih koncentracijah povezan s citotoksičnostjo. Spermidin pri 
koncentraciji 625 µM ni bil citotoksičen, spermin pa je bil le rahlo. Za obe spojini smo 
v nadaljevanju testirali nižje koncentracije. Spermin in spermidin sta v literaturi pri 
celičnem modelu prebavnega epitelija povzročila celično smrt, tudi litično. Spermin je 
bil citotoksičen pri podobnih koncentracijah, kot smo jih uporabili mi [107]. 
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Slika 14: Ovrednotenje citotoksičnosti resveratrola, AICAR, PT-1, kurkumina, MCC950 in CY-
09 pri iBMDM po 19 h. Citotoksičnost spojin smo spremljali na začetno stimuliranih celicah v 
odsotnosti aktivatorja, učinek DOTAP/LPS pa je prikazan zgolj za primerjavo. Analizirali smo 
celično smrt (A) in metabolično aktivnost (B).  
Pri drugi polovici spojin je izrazito citotoksičnost pokazal le AICAR, ki je močno 
povečal celično smrt (Slika 14A). To nakazuje, da je bil učinek AICAR pri nekanonični 
aktivaciji NLRP3 lahko posledica citotoksičnega delovanja. Ostale spojine niso 
inducirale celične smrti, so pa vse zmanjšale metabolično aktivnost celic (Slika 14B). 
Možno pojasnilo za tako delovanje PT-1 in AICAR je da bi lahko dolgotrajna aktivacija 
AMPK povzročila zaustavitev proliferacije in celičnega cikla ter povzročila apoptozo ali 
celo avtofagno celično smrt [106]. 
Preglednica 21: Zbrani rezultati učinka spojin pri nekanonični aktivaciji NLRP3. Pri 
citotoksičnosti smo navedli koncentracije, pri katerih smo prvič opazili citotoksičnost. 
spojina učinek na IL-1β učinek na celično smrt citotoksičnost 
rapamicin ++  ++  DA, rahlo od 10 µM 
spermidin ++  0 DA, od 1,25 mM 
resveratrol + + NE 
kurkumin +  +  NE 
spermin ++  +/− DA 
PT-1 ++  ++  NE 
AICAR ++  +/−  DA 
metformin ++  −− DA 
MCC950 ++  0 NE 
CY-09 + + DA, rahlo od 10 µM 
Legenda: ++ zelo zniža ali zniža s koncentracijsko korelacijo, + zniža, 0 ni opaznega učinka, − poveča, 
−− zelo poveča, +/− pri nizkih koncentracijah zniža, nato poveča 
4.1.3 Kanonična aktivacija inflamasoma NLRP3 pri iBMDM 
V nadaljevanju smo želeli preučiti učinek spojin na kanonično aktivacijo NLRP3. 
Mnoge od izbranih spojin so že pokazale inhibitoren učinek na to pot aktivacije 
inflamasoma NLRP3, zato smo se osredotočili na učinek spermina, spermidina in 
metformina. Ker smo imeli v laboratoriju že vzpostavljen protokol kanonične aktivacije 
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NLRP3, smo lahko neposredno testirali učinek spojin brez optimizacije aktivacije. 
Eksperimente smo izvedli v gojišču DMEM z 10 % FBS. Za testiranje učinka spojin na 
kanonično aktivacijo NLRP3 smo celice najprej za 6 h izpostavili 100 ng/mL LPS. 
Gojišče smo zamenjali z redčitvami spojin, po 30 min pa smo dodali sekundarni 
aktivator. Kanonično pot smo aktivirali 1 h s 5 µM nigericinom (Slika 15) oziroma 5 h s 
50 µg/mL nano-SiO2 (Slika 16). Po omenjenem času smo določili sproščanje IL-1β 
(ELISA) in celično smrt (test LDH). Koncentracije spojin smo prilagodili glede na 
rezultate in citotoksičnost pri nekanonični aktivaciji NLRP3. Zbrani rezultati so 
prikazani v Preglednica 22. 
4.1.3.1 Učinek spojin na kanonično aktivacijo NLRP3 z nigericinom pri iBMDM 
Slika 15: Učinek metformina, spermina in spermidina na sproščanje IL-1β (A) in celično smrt 
(B) pri kanonični aktivaciji NLRP3 z nigericinom. 
Z nigericinom smo uspešno aktivirali NLRP3 po kanonični poti. V primerjavo z 
nekanonično aktivacijo z DOTAP/LPS se je pri kanonični aktivaciji z nigericinom 
sprostilo več IL-1β ob manjši celični smrti. To je smiselno, saj se pri kanonični 
aktivaciji NLRP3 neposredno aktivira kaspaza 1, ki cepi tako pro-IL-1β, kot tudi 
GSDMD. Tako se pri kanonični aktivaciji aktivira manj GSDMD, kot pri nekanonični, 
kjer se najprej aktivira kaspaza 11, ki cepi samo GSDMD, ne pa tudi pro-IL-1β [30]. 
Metformin je pri kanonični aktivaciji NLRP3 z nigericinom povečal sproščanje IL-1β, a 
je hkrati zanimivo povečal tudi celično smrt (Slika 15). Podoben učinek so druge 
raziskovalne skupine opazile tudi pri kanonični aktivaciji NLRP3 z ATP, kjer je 
metformin povečal sproščanje IL-1β in celično smrt [108]. Njihova interpretacija je bila, 
da signaliziranje prek AMPK pozitivno regulira aktivacijo NLRP3 z ATP. To je sicer v 
neskladju s podatki, da AMPK preko aktivacije avtofagije zmanjša delovanje 
inflamasoma NLRP3 [38] in usmerja polarizacijo makrofagov proti protivnetnemu 
fenotipu [80]. Metformin sicer deluje kot šibek inhibitor kompleksa I v elektronski 
prenašalni verigi [102], kar zmanjša proizvodnjo ATP in posledično aktivira AMPK v 
citosolu. Dokazano je bilo, da nekateri inhibitorji elektronske prenašalne verige (ne 
sicer metformin) povečajo tvorbo ROS, saj v tem primeru elektroni bolj prehajajo na 
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sprejemnike s kisikom [109]. Povečana količina ROS pa poveča aktivacijo inflamasoma 
NLRP3, kar bi lahko pojasnilo, kako metformin pripomore k večjemu odzivu pri 
kanonični aktivaciji NLRP3. Zanimivo pa tega odziva nismo opazili pri nekanonični 
aktivaciji, kjer so bile morda koncentracije meformina previsoke in so ob zelo dolgi 
inkubaciji povzročile celično smrt. 
Spermin in spermidin sta oba znižala sproščanje IL-1β pri kanonični aktivaciji NLRP3 z 
nigericinom, hkrati pa povečala celično smrt. Možno je, da sta bila kljub znižani 
koncentraciji še vedno citotoksična za iBMDM. 
4.1.3.2 Učinek spojin na kanonično aktivacijo NLRP3 z nano-SiO2 
Slika 16: Učinek metformina, spermina in spermidina na sproščanje IL-1β (A) in celično smrt 
(B) pri kanonični aktivaciji NLRP3 z nano-SiO2. 
Pri kanonični aktivaciji NLRP3 z nano-SiO2 (Slika 16) se je sprostilo manj IL-1β, kot 
pri aktivaciji z nigericinom (Slika 15). Spojina metformin je močno povečala sproščanje 
IL-1β in hkrati tudi celično smrt pri kanonični aktivaciji NLRP3 z nano-SiO2. Učinek je 
bil podoben, kot pri kanonični aktivaciji z nigericinom. Spermin je pri nižjih dveh 
koncentracijah povečal sproščanje IL-1β brez vpliva na celično smrt. Pri višji 
koncentraciji pa je spermin znižal sproščanje IL-1β in povečal celično smrt, podobno 
kot pri aktivaciji z nigericinom. Spermidin je pri vseh koncentracijah zmanjšal 
sproščanje IL-1β, hkrati pa povečal celično smrt. Možno je, da sta bila spermin in 
spermidin citotoksična tudi pri teh koncentracijah in so celice umrle, preden so 
procesirale pro-IL-1β. Spermin in spermidin naj bi delovala tudi preko aktivacije 
avtofagije, zato smo pričakovali, da bosta zmanjšala sproščanje IL-1β in celično smrt 
pri kanonični aktivaciji NLRP3. Glede na rezultate sta oba morda povzročila celično 
smrt. 
4.1.3.3 Citotoksičnost spojin pri iBMDM, stimuliranih z LPS 
Tudi pri pogojih kanonične aktivacije NLRP3 smo testirali citotoksičnost spojin pri 
začetno stimuliranih celicah, da bi izključili možnost lažnega učinka zaradi povzročene 
celične smrti. Celice smo za testiranje citotoksičnosti stimulirali 6 h s 100 ng/mL LPS in 
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jih nato za 1,5 h oziroma 5,5 h izpostavili spojinam. Analizirali smo nekrotično celično 
celično smrt (Slika 17A, B) in metabolično aktivnost (Slika 17C) tretiranih celic. 
Slika 17: Ovrednotenje citotoksičnosti metformina, spermina in spermidina pri iBMDM po 
1,5 h (A) ali 5,5 h (B, C). Citotoksičnost spojin smo spremljali na začetno stimuliranih celicah v 
odsotnosti aktivatorja, učinek nigericina in nano-SiO2 pa je prikazan zgolj za primerjavo. 
Analizirali smo nekrotično celično smrt s testom LDH (A, B) in metabolično aktivnost (C). 
Metformin ni vplival na celično smrt pri nobenem od testiranih časov, zato lahko 
potrdimo, da njegov učinek na kanonično aktivacijo NLRP3 ni bil posledica 
citotoksičnosti. Spermin in spermidin sta povzročila izločanje LDH pri vseh 
uporabljenih koncentracijah. Spermin je pri najvišji uporabljeni koncentraciji (1 mM) 
popolnoma izničil metabolično aktivnost ob minimalni spremembi LDH, kar nakazuje, 
da bi lahko tudi sprožil apoptozo. Ker smo pri testih LDH in XTT dobili nasprotujoče si 
rezultate, bomo v bodoče preučili potencialno interferenco z uporabljenimi testi ter za 
spremljanje živosti celic uporabili druge teste (npr. test na osnovi prepustnosti 
membrane). Možno je, da za citotoksičnost spermina in spermidina kriva tudi prisotnost 
seruma v eksperimentalnem gojišču, saj se lahko pri procesiranju spermina s 
serumskimi amin oksidazami tvorijo toksični produkti, kot je vodikov peroksid [110]. 
Preglednica 22: Zbrani rezultati učinka spojin pri kanonični aktivaciji NLRP3.  
 kanonična aktivacija z nigericinom kanonična aktivacija z nano-SiO2 
spojina IL-1β celična smrt citotoksičnost IL-1β celična smrt citotoksičnost 
metformin −− −− NE −− − NE 
spermin + −− DA − − DA, od 0,5 mM 
spermidin + −− DA + −− DA 
Legenda: + zniža, − poveča, −− zelo poveča 
4.1.3.4 Učinek spojin na tvorbo agregatov ASC pri kanonični aktivaciji NLRP3 z 
nigericinom 
Za kanonično aktivacijo NLRP3 je značilna tvorba velikega inflamasomskega 
kompleksa, v katerem oligomerizirata ASC in pro-kaspaza 1. Če v celicah označimo 
ASC, lahko tvorbo kompleksa zaznamo s konfokalnim fluorescenčnim mikroskopom, 
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kot prisotnost velikega agregata ASC. Pri spremljanju učinka spojin na kanonično 
aktivacijo NLRP3 smo tako želeli preveriti tudi njihov učinek na tvorbo agregatov ASC. 
Uporabili smo iBMDM, ki izražajo ASC-GFP. Celice na krovnih steklih smo stimulirali 
s 100 ng/mL LPS preko noči, nato smo obarvali jedra z barvilom Hoechst 33342, dodali 
raztopine izbranih spojin ter po 30 min dodali nigericin do 5 µM koncentracije. Celice 
smo opazovali pod konfokalnim mikroskopom Leica TCS SP5 in za vsako krovno 
steklo posneli vsaj 6 naključnih slik.  
Pri analizi mikroskopskih slik smo izračunali razmerje med številom agregatov ASC in 
številom jeder na štirih naključnih posnetkih (od vsaj 6 posnetih) za vsak vzorec. Na 
Slika 18 so predstavljene povprečne vrednosti teh štirih meritev s standardnim 
odklonom. Na Slika 19 so prikazane mikroskopske slike, ki so najbolj ustrezale 
povprečni vrednosti.  
Slika 18: Učinek spermina, spermidina in kurkumina na tvorbo agregatov ASC pri kanonični 
aktivaciji NLRP3 z nigericinom. Delež celic z agregati ASC smo izračunali na slikah, posnetih s 
konfokalnim mikroskopom. 
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Slika 19: Opazovanje učinka spermina, spermidina in kurkumina na tvorbo agregatov ASC s 
konfokalnim mikroskopom. Celice so bile pred mikroskopiranjem nestimulirane (A), 
stimulirane z LPS (B), stimulirane z LPS in nigericinom (C) oziroma tretirane pred dodatkom 
nigericina z 250 µM sperminom (D), 250 µM spermidinom (E) ali 50 µM kurkuminom (F). Z 
modro barvo so prikazana jedra, z rdečo pa agregati ASC. 
Opazili smo, da so se agregati ASC tvorili pri približno 11 % celic, ki smo jih aktivirali 
z LPS in nigericinom. Pri celicah, ki jih nismo tretirali oziroma smo jih stimulirali samo 
z LPS, se agregati ASC niso tvorili. V posamezni aktivirani celici smo zaznali samo po 
en agregat, ki se je nahajal v bližini jedra, kar ustreza podatkom iz literature [111]. Za 
testiranje učinka na tvorbo agregatov ASC smo uporabili koncentracije spojin, ki so v 
predhodnih testiranjih znižale sproščanje IL-1β (neprikazani rezultati). Kljub velikim 
odklonom rezultati nakazujejo, da spermin in kurkumin v uporabljenih koncentracijah 
inhibirata tvorbo agregatov ASC in torej zavirata aktivacijo NLRP3. Spermidin pri 
uporabljeni koncentraciji ni pokazal tega učinka. 
4.1.4 Alternativna aktivacija inflamasoma NLRP3 
Čeprav so raziskave že pokazale učinek določenih spojin, ki podaljšujejo življenje, na 
kanonično in nekanonično aktivacijo NLRP3, podobnih rezultatov pri alternativni 
aktivaciji NLRP3 nismo zasledili. Zato smo želeli sistematično preučiti učinek spojin 
tudi pri alternativni aktivaciji NLRP3. Alternativno aktivacijo NLRP3 smo po zgledu 
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literature predhodno dosegli pri transdiferenciranih BLaER1 [34], zato smo učinke 
spojin najprej testirali pri teh celicah. Nato pa smo želeli vzpostaviti delujoč protokol za 
aktivacijo NLRP3 pri iBMDM s parametri, ki ustrezajo širšemu dojemanju alternativne 
aktivacije, torej sproščanje IL-1β iz živih celic [37]. Zgledovali smo se po literaturi, kjer 
so uspeli na tak način aktivirati makrofage s PGN, NAG in oksidiranimi fosfolipidi [21, 
35]. 
4.1.4.1 Ovrednotenje učinka spojin na alternativno aktivacijo NLRP3 z LPS pri 
transdiferenciranih celicah BLaER1 
Celice BLaER1 so B-celice, ki smo jih morali najprej transdiferencirati do makrofagov, 
da so postale odzivne na aktivacijo NLRP3 z LPS. Transdiferenciacijo smo izvedli po 
protokolu v poglavju 3.2.3.2. Gojišče transdiferenciranih makrofagov smo zamenjali z 
raztopinami spojin in po 30 min dodali LPS do končne koncentracije 200 ng/mL, da 
smo aktivirali NLRP3. Po 14 h stimulacije smo analizirali sproščanje IL-1β, celično 
smrt (LDH) in metabolično aktivnost (XTT). Metabolično aktivnost smo nato ponovno 
izmerili še 10 h po odstranitvi spojin, da smo preverili njihove dolgoročne učinke. V 
nadaljevanju so prikazani rezultati za posamezno skupino spojin (Slika 20-Slika 22). 
Koncentracije spojin smo prilagodili glede na rezultate pri iBMDM, kljub temu da smo 
zamenjali celično linijo. Zbrani rezultati so prikazani v Preglednica 23. 
Slika 20: Učinek rapamicina (rap.) in spermidina na sproščanje IL-1β (A), celično smrt (B) in 
metabolično aktivnost (C) pri alternativni aktivaciji NLRP3 z LPS. Slike predstavljajo 
reprezentativen eksperiment od dveh ponovitev. 
Pri transdiferenciranih celicah BLaER1 smo uspešno dosegli alternativno aktivacijo 
NLRP3, saj so celice sproščale IL-1β v odsotnosti celične smrti, glede na netretirano 
kontrolo (Slika 20A, B). Količina sproščenega IL-1β je bila precej nižja, kot pri 
kanonični in nekanonični aktivaciji NLRP3 in je ustrezala podatkom iz literature [34]. 
Opazili smo, da je dolga stimulacija celic z LPS povečala metabolično aktivnost, glede 
na netretirane celice (Slika 20C). Podobno smo predhodno opazili že pri začetni 
stimulaciji celic pri kanonični in nekanonični aktivaciji NLRP3, a je bil takrat učinek 
manjši, zaradi krajše stimulacije. Znano je, da LPS stimulira proliferacijo celic, hkrati 
pa tudi usmerja polarizacijo mišjih makrofagov proti vnetnemu fenotipu [112]. Za tega 
 
Rok Miklavčič, Ovrednotenje vpliva aktivacije z AMP aktivirane protein kinaze na inflamasom NLRP3 
53 
 
je značilno povečanje glikolize, ki je vir citosolnih prenašalcev elektronov, ki jih lahko 
zaznamo s testom XTT [87, 113]. Za kriterij uspešne inhibicije alternativne aktivacije 
smo postavili tudi znižanje povečanje metabolične aktivnosti zaradi LPS. 
Rapamicin je s koncentracijsko odvisnostjo zmanjšal sproščanje IL-1β, hkrati pa ni 
povečal celične smrti, ki je ostala na nivoju netretiranih celic. Rapamicin je znižal 
povečano metabolično aktivnost, ki jo je inducirala aktivacija z LPS, skoraj na raven 
netretiranih celic. Nakazali smo, da je rapamicin učinkovit tudi pri alternativni aktivaciji 
NLRP3, verjetno pa je razlog za to aktivacija avtofagije, ki je osrednji mehanizem 
delovanja rapamicina [91]. Spermidin je pri vseh koncentracijah znižal sproščanje IL-1β 
na približno enako raven. Rahlo je povečal celično smrt glede na aktivirane celice, kar 
nakazuje na potencialno citotoksičnost (Slika 20B). Spermidin je pri vseh 
koncentracijah znižal metabolično aktivnost glede na LPS in skupaj delno nakazuje na 
uspešno inhibicijo alternativne aktivacije NLRP3. 10 h po odstranitvi stimulov 
(neprikazani rezultati) se je sicer metabolična aktivnost pri celicah, tretiranih z 
rapamicinom, vrnila na nivo metabolične aktivnosti celic, aktiviranih z LPS. Pri celicah, 
tretiranih s spermidinom, pa je metabolična aktivnost ostala rahlo znižana pri vseh 
uporabljenih koncentracijah. To nakazuje, da je spermidin morda deloval rahlo 
citotoksično. 
Slika 21: Učinek resveratrola, kurkumina in spermina na sproščanje IL-1β (A), celično smrt (B) 
in metabolično aktivnost (C) pri alternativni aktivaciji NLRP3 z LPS. Slike predstavljajo 
reprezentativen eksperiment od dveh ponovitev. 
Resveratrol in kurkumin sta znižala sproščanje IL-1β, nista povečala celične smrti in sta 
znižala metabolično aktivnost, glede na celice, aktivirane z LPS (Slika 21). Močnejši 
učinek v uporabljenih koncentracijah je imel kurkumin. Rezultati nakazujejo, da sta 
resveratrol in kurkumin učinkovita inhibitorja tudi alternativne aktivacije NLRP3. Oba 
sicer delujeta na veliko celičnih tarč, zato težko sklepamo, kako točno regulirata 
alternativno aktivacijo NLRP3. Možno je, da sta učinkovita zaradi spodbujanja 
avtofagije in delovanja kot antioksidanta [74, 105].  
 
Rok Miklavčič, Ovrednotenje vpliva aktivacije z AMP aktivirane protein kinaze na inflamasom NLRP3 
54 
 
Spermin je učinkovito znižal sproščanje IL-1β in metabolično aktivnost, a je hkrati 
povečal celično smrt (Slika 21B) glede na celice, aktivirane z LPS. Vpliv na celično 
smrt je kazal na potencialno citotoksičnost spermina pri uporabljenih koncentracijah, 
podobno, kot pri nekanonični in kanonični aktivaciji NLRP3. 10 h po odstranitvi 
stimulov (neprikazani rezultati) se je metabolična aktivnost celic, tretiranih z 
resveratrolom oziroma kurkuminom, povrnila na nivo celic, stimuliranih z LPS. 
Metabolična aktivnost celic, tretiranih s sperminom, pa je ostala za tretjino znižana, 
glede na kontrolo. Tudi to je nakazovalo na citotoksičnost spermina. 
Slika 22: Učinek PT-1, AICAR in metformina (met.) na sproščanje IL-1β (A), celično smrt (B) 
in metabolično aktivnost (C) pri alternativni aktivaciji NLRP3 z LPS. Slike predstavljajo 
reprezentativen eksperiment od dveh ponovitev. 
PT-1 je zmanjšal sproščanje IL-1β in povečano metabolično aktivnost (Slika 22C) pri 
alternativni aktivaciji NLRP3, hkrati pa ni povečal celične smrti. 10 h po odstranitvi 
stimulov se je metabolična aktivnost povrnila na nivo celic, stimuliranih z LPS 
(neprikazani rezultati). PT-1 je tako glede na vse parametre učinkovito inhibiral 
alternativno aktivacijo NLRP3 z LPS. AICAR je nasprotno rahlo povečal sproščanje IL-
1β pri alternativni aktivaciji NLRP3 brez vpliva na celično smrt in tako ni izkahal 
inhibitornega učinka. PT-1 in AICAR sta sicer oba aktivatorja AMPK, a delujeta po 
različnih mehanizmih. PT-1 po znanih podatkih inhibira elektronsko prenašalno verigo 
in posledično zmanjša količino ATP v celici, kar aktivira AMPK [99]. AICAR pa po 
fosforilaciji s celičnimi kinazami do nukleotidnega analoga ZMP alosterično aktivira 
AMPK [114]. Znano je sicer, da ima AICAR tudi veliko netarčnih učinkov, med drugim 
prepreči vezavo NF-κB na DNA [101]. Glede na podatke iz literature in prejšnje 
eksperimente smo pričakovali, da bo AICAR inhibiral tudi alternativno aktivacijo 
NLRP3. Tretiranje celic s 25 mM metforminom je zmanjšalo sproščanje IL-1β pri 
alternativni aktivaciji NLRP3 ob minimalnem povečanju celične smrti. Metormin je 
tako nakazal na inhibitorno delovanje pri alternativni aktivaciji NLRP3, za optimalno 
delovanje pa bi morali optimizirati njegovo koncentracijo. Metformin in AICAR sta na 
metabolično aktivnost deloval podobno, saj sta jo rahlo znižala pri prvi meritvi (Slika 
22C), a se je 10 h po odstranitvi stimulov metabolična aktivnost zvišala nad nivo celic, 
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stimuliranih z LPS. To nakazuje, da morda obe spojini dolgoročno ojačita celični 
metabolizem. 
4.1.4.2 Citotoksičnost spojin pri transdiferenciranih celicah BLaER1 
Tudi pri celicah BlaER1 smo ovrednotili citotoksičnost spojin. S tem smo želeli potrditi, 
da učinek spojin na alternativno aktivacijo NLRP3 ni posledica celične smrti. 
Transdiferencirane celice BLaER1 smo 14,5 h inkubirali v raztopinah spojin in nato 
analizirali celično smrt (LDH) in metabolično aktivnost (XTT) 10 h po odstranitvi 
spojin. Rezultati so prikazani na Slika 23.  
Slika 23: Citotoksičnost spojin pri transdiferenciranih celicah BLaER1. Analizirali smo celično 
smrt (A) in metabolično aktivnost (B). 
Spojine rapamicin, resveratrol, kurkumin, PT-1 in AICAR pri testiranih pogojih niso 
bile citotoksične pri transdiferenciranih celicah BLaER1, saj niso povečale celične smrti 
(Slika 23A) ali zmanjšale metabolične aktivnosti glede na netretirane celice (Slika 23B). 
Celo nasprotno – po tretiranju s temi spojinami so celice spontano sprostile manj LDH, 
kot kontrolne netretirane celice. To nakazuje, da njihovi učinki pri alternativni aktivaciji 
NLRP3 niso bili povezani s citotoksičnostjo. Za rapamicin, resveratrol, kurkumin in PT-
1 smo tako uspešno potrdili inhibicijo alternativne aktivacije NLRP3. Čeprav AICAR ni 
deloval citotoksično, pa v našem primeru ni inhibiral alternativne aktivacije NLRP3. 
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Spermidin je pri koncentracijah 500 µM in 1000 µM rahlo povečal celično smrt, pri 
nižjih koncentracijah pa ni deloval citotoksično. To nakazuje, da je spermidin pri nižjih 
dveh koncentracijah inhibiral alternativno aktivacijo NLRP3 pri BLaER1, čeprav je pri 
aktiviranih celicah rahlo povečal celično smrt (Slika 20B). Spermin je pri vseh 
koncentracijah izkazal močno citotoksičnost. Rezultati citotoksičnost se skladajo z 
literaturo, kjer so pokazali, da je pri istih koncentracijah spermin bolj citotoksičen, kot 
spremidin [107]. Pri meritvi metabolične aktivnosti 10 h po odstranitvi spojin (slika 
23Slika 23B) smo opazovali dolgoročni vpliv na celično viabilnost. Opazili smo, da so 
metabolično aktivnost znižali 25 mM metformin, 500 µM in 1000 µM spermidin ter 
spermin pri vseh koncentracijah. Ta rezultat se je skladal z opažanji pri testu LDH in je 
potrdil opaženo citotoksičnost.  
Preglednica 23: Zbrani rezultati učinka spojin pri alternativni aktivaciji NLRP3. Pri 
citotoksičnosti smo navedli koncentracije, pri katerih smo prvič opazili citotoksičnost. 
spojina IL-1β celična smrt metabolična aktivnost citotoksičnost 
rapamicin ++ 0 + NE 
spermidin ++ − + 
DA, minimalno 
od 500 µM 
resveratrol ++ 0 0/+ NE 
kurkumin ++ 0 + NE 
spermin + −− + DA 
PT-1 + 0 + NE 
AICAR − 0 0/+ NE 
metformin + 0/− 0 NE 
Legenda: ++ zelo zniža ali zniža s koncentracijsko korelacijo, + zniža, 0 ni opaznega učinka, − poveča 
4.1.4.3 Optimizacija alternativne aktivacije NLRP3 pri iBMDM 
Pri magistrskem delu smo želeli vzpostaviti tudi protokol za alternativno aktivacijo 
NLRP3 pri mišjih makrofagih, saj je delo s temi celicami enostavnejše, kot s celicami 
BLaER1. Uspešen protokol aktivacije pri iBMDM bi nam tako omogočil hitrejše 
presejanje spojin. Pri iBMDM smo poskušali sprožiti sproščanje IL-1β iz živih celic, 
kot je bilo v pokazano v literaturi s peptidoglikanom (PGN), N-acetilglukozaminom 
(NAG) oziroma oksidiranima fosfolipidoma POVPC in PGPC [21, 35, 36]. Najprej smo 
optimizirali čas aktivacije, kasneje pa še koncentracijo aktivatorjev. 
iBMDM smo začetno stimulirali 4 h z 200 ng/mL LPS, nato pa gojišče zamenjali z 
raztopinami aktivatorjev PGN, POVPC in PGPC. Celice smo aktivirali 6 h in 19 h ter 
analizirali sproščanje IL-1β in celično smrt (test LDH). Rezultati aktivacije so prikazani 
na Slika 24. 
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Slika 24: Optimizacija časa alternativne aktivacije iBMDM s PGN, POVPC in PGPC. Z LPS 
stimulirane iBMDM smo aktivirali 6 h in 19 h s PGN, POVPC ali PGPC. Analizirali smo 
sproščanje IL-1β (A) in celično smrt (B). 
Peptidoglikan (PGN) je šibko aktiviral sproščanje IL-1β komaj po 19 h aktivaciji, a je 
hkrati rahlo povečal celično smrt (Slika 24). V referenčnem članku je sicer PGN S. 
aureus pri koncentracijah 20 µg/mL in 40 µg/mL močno induciral sproščanje IL-1β 
brez celične smrti že po 6 h [35]. Glede na naše rezultate smo v nadaljevanju testirali 
širši obseg koncentracij pri 19 urni aktivaciji (Slika 25). 
POVPC in PGPC sta močno aktivirala IL-1β že pri 6 h aktivaciji, pri 19 h aktivaciji pa 
se ni sprostilo bistveno več IL-1β (Slika 24). Pri obeh časih je sproščanje IL-1β 
spremljal tudi visok delež celične smrti, česar pri alternativni aktivaciji ne bi smelo biti 
[36]. V nadaljevanju smo testirali nižje koncentracije POVPC in PGPC pri 6 urni 
aktivaciji (Slika 26).  
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Slika 25: Optimizacija koncentracije peptidoglikana za alternativno aktivacijo NLRP3. iBMDM 
smo po začetni stimulaciji z LPS aktivirali 19 h s PGN in analizirali sproščanje IL-1β (A) ter 
celično smrt (B). 
Ko smo testirali višje koncentracije peptidoglikana za aktivacijo začetno stimuliranih 
iBMDM, smo opazili, da se je pri 250 µg/mL PGN sprostilo precej IL-1β v odsotnosti 
celične smrti (Slika 25). Pri nižjih koncentracijah PGN se je sprostilo zanemarljivo malo 
IL-1β, pri višji koncentraciji pa smo zaznali tudi celično smrt (Slika 25B). Glede na 
rezultate smo s peptidoglikanom uspešno dosegli alternativno aktivacijo NLRP3 pri 
iBMDM, saj se je IL-1β sproščal v odsotnosti celične smrti. Tako smo vzpostavili 
aktivacijski protokol, ki bi ga lahko uporabili za nadaljnje delo, čeprav smo v primerjavi 
z literaturo potrebovali daljši čas aktivacije in desetkrat višjo koncentracijo PGN [35]. 
Slika 26: Optimizacija koncentracije POVPC in PGPC za alternativno aktivacijo NLRP3. 
iBMDM smo po začetni stimulaciji z LPS aktivirali 6 h s POVPC ali PGPC in analizirali 
sproščanje IL-1β (A) ter celično smrt (B). 
Pri aktivaciji iBMDM s POVPC ali PGPC smo pri obeh aktivatorjih opazili 
koncentracijsko odvisno povečanje sproščenega IL-1β in celične smrti (Slika 26). Kljub 
nižjim koncentracijam obeh aktivatorjev nismo uspeli doseči sproščanja IL-1β iz živih 
celic in torej nismo dosegli alternativne aktivacije NLRP3, kot so to pokazali v literaturi 
[35]. Zanimivo pa se naši rezultati dobro ujemajo z rezultati druge skupine, ki je 
pokazala, da sta POVPC in PGPC pri podobnih koncentracijah inducirala sproščanje IL-
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1β v prisotnosti celične smrti [22]. Naš profil aktivacije je bolj ustrezal nekanonični ali 
kanonični aktivaciji NLRP3, saj je sproščanje IL-1β spremljal visok delež celične smrti. 
Zanimiva je tudi povezava, da naj bi delovanje oksidiranih fosfolipidov posredovala 
kaspaza 11, ki sicer sodeluje tudi pri nekanonični aktivaciji NLRP3 [36].  
Naknadno smo testirali še alternativno aktivacijo NLRP3 s transfekcijo NAG s pomočjo 
reagenta Lipofectamine 2000 (Slika 27). Ta način aktivacije naj bi posnemal 
znotrajcelični način delovanja PGN pri aktivaciji NLRP3 [21]. Celice smo pri tem 
eksperimentu začetno stimulirali 4 h z 200 ng/mL LPS oziroma 1 µg/mL Pam2CSK4 in 
jih aktivirali 6 h oziroma 19 h z označenimi koncentracijami NAG. Analizirali smo 
sproščanje IL-1β in celično smrt (LDH). 
Slika 27: Optimizacija alternativne aktivacije iBMDM s transfekcijo NAG. Začetno stimulirane 
iBMDM smo aktivirali 6 h ali 19 h z NAG. Analizirali smo sproščanje IL-1β (A) in celično smrt 
(B). 
Pri aktivaciji z NAG smo testirali dve različni začetni stimulaciji. Celice so sprostile 
precej več IL-1β, če so bile začetno stimulirane z LPS, kot pa s Pam2CSK4 (Slika 27). 
Opazili smo, da je transfekcija 250 mM NAG v vseh treh testiranih primerih močno 
aktivirala celično smrt, kar ni ustrezalo profilu alternativne aktivacije NLRP3 (Slika 
27B) [21]. Celična smrt je bila nižja pri krajšem času aktivacije in pri nižji koncentraciji 
NAG, zato bi za nadaljnje delo lahko optimizirali krajše čase aktivacije z nižjimi 
koncentracijami NAG. Čeprav z NAG še nismo uspeli doseči alternativne aktivacije 
NLRP3, smo dobili dobro izhodišče za nadaljnjo optimizacijo.   
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4.2 Priprava linij iBMDM, ki inducibilno izražajo konstitutivno 
aktivno AMPKα1 
V drugem delu magistrskega dela smo se osredotočili na pripravo mišjih celic iBMDM, 
pri katerih bi lahko inducirali sintezo konstitutivno aktivne. Pri tej celični liniji bi lahko 
neposredno preučili vpliv AMPK na aktivnost NLRP3 in vnetne poti. S pomočjo tehnik 
molekulskega kloniranja smo pripravili dve različni varianti zapisa za konstitutivno 
aktivno AMPKα1 1-312 T183D ter ju z retrovirusno transdukcijo integrirali v genom 
iBMDM. Sintezo obeh proteinov smo inducirali z doksiciklinom (DOX) in jo potrdili s 
prenosom western. Na koncu smo preučili še funkcionalnost sintetiziranih proteinov 
preko vpliva na sproščanje citokinov (ELISA) oziroma preko vpliva na fosforilacijo 
substrata ACC (prenos western). 
4.2.1 Načrtovanje konstitutivno aktivne AMPK 
Po zgledu literature smo načrtovali in pripravili konstrukta, ki vsebujeta dve varianti 
konstitutivno aktivne AMPKα1. nCA-AMPK ima enako zaporedje kot divji tip mišje 
AMPKα1, le da vsebuje samo aminokisline 1-312 ter mutacijo Thr183Asp [89]. 
Varianta CA-AMPK vsebuje aminokisline 13-312 in mutacijo Thr183Asp, namesto N-
končnih aminokislinskih ostankov pa vsebuje oznako His6 in prepoznavno mesto za 
proteazo TEV (Slika 6). Z retrovirusno transdukcijo smo pripravili linije iBMDM, ki 
imajo v genom vnesen zapis za CA-AMPK (CA/iBMDM), nCA-AMPK 
(nCA/iBMDM) oziroma prazen odsek vektorja pRetroX-TRE3G za kontrolo 
(3G/iBMDM). Postopki dela so podrobno opisani v metodah (poglavji 3.2.11 in 3.2.12). 
Aminokislinski zaporedji CA-AMPK in nCA-AMPK sta prikazani v prilogah P3 in P4. 
4.2.2 Indukcija sinteze CA-AMPK in nCA-AMPK z doksiciklinom 
Ko smo pripravili liniji CA/iBMDM in nCA/iBMDM, smo morali najprej potrditi, da 
liniji dejansko vsebujeta zapis za posamezni protein in da lahko dosežemo njuno 
sintezo. Zapisa za oba proteina sta bila vnesena pod inducibilnim promotorjem PTRE3GV, 
ki ga lahko induciramo z doksiciklinom [83]. Na celičnih linijah smo tako najprej 
preizkusili, če lahko z doksiciklinom dosežemo indukcijo sinteze proteinov CA-AMPK 
in nCA-AMPK. Z uspešno indukcijo bi tako potrdili tudi uspešno integracijo vektorjev 
v genom prejemniških celic. 
Celice 3G/iBMDM, CA/iBMDM in nCA/iBMDM smo tretirali 15 h oziroma 21 h z 
različnimi koncentracijami doksiciklina in celične lizate uporabili za prenos western. Za 
detekcijo sinteze proteinov smo uporabili protitelesa proti AMPKα, za kontrolo nanosa 
pa smo protitelesa proti α/β-tubulinu (Slika 28). 
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Slika 28: Detekcija indukcije CA-AMPK in nCA-AMPK z doksiciklinom po 15 h (A) oziroma 
21 h (B) s prenosom western. Na zgornji polovici posamezne slike je prikazan izsek membrane 
po detekciji AMPKα, na spodnji polovici pa izsek membrane po detekciji α/β-tubulina. Puščice 
označujejo lise, ki smo jih lahko pripisali znanim komponentam vzorcev. Za NaDS-PAGE smo 
uporabili 10 % ločevalni gel. 
V vseh vzorcih smo s protitelesi proti AMPKα zaznali endogeno AMPKα, ki je na gelu 
potovala pri velikosti 62 kDa. To ustreza pričakovani velikosti proteina (UniProt 
Q5EG47). Pri liniji CA/iBMDM smo opazili, da se je že po 15 h indukcije z 0,1 µg/mL 
doksiciklinom sintetiziral protein, ki je na gelu potoval pri velikosti približno 40 kDa 
(Slika 28A). Lisa se je nahajala samo pri vzorcih linije CA/iBMDM in je po velikosti 
ustrezali pričakovani velikosti CA-AMPK (38,7 kDa). Poleg tega se je intenziteta te lise 
povečala z naraščajočo koncentracijo doksiciklina, kar je potrdilo, da je lisa ustrezala 
sintetizirani CA-AMPK. Podobno smo pri liniji nCA/iBMDM opazili liso, ki je 
potovala pri velikosti med 35 kDa in 40 kDa. Lisa te velikosti se je sicer nahajala pri 
vseh vzorcih, kar je nakazovalo, da je bil v vseh vzorcih protein, ki smo ga nespecifično 
zaznali s protitelesi proti AMPKα. Sklepali smo, da so te lise pri nCA/iBMDM 
ustrezale sintetizirani nCA-AMPK, saj se je njihova intenziteta večala z višjo 
koncentracijo doksiciklina pri vzorcih nCA/iBMDM in so po velikosti ustrezale 
pričakovani velikosti nCA-AMPK (37,0 kDa).  
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Tako smo potrdili, da se je že pri 15 h indukciji z 0,1 µg/mL doksiciklina pri liniji 
CA/iBMDM sintetizirala CA-AMPK, pri liniji nCA/iBMDM pa se je sintetizirala nCA-
AMPK. Z višjo koncentracijo doksiciklina ali z daljšim časom indukcije se je količina 
sintetiziranega encima še povečala. 
4.2.3 Analiza aktivnosti CA-AMPK in nCA-AMPK 
Čeprav smo potrdili indukcijo sinteze CA-AMPK in nCA-AMPK, to še ni pokazatelj 
fiziološke aktivnosti obeh encimov. V nadaljevanju smo tako želeli potrditi aktivnost 
sintetiziranih proteinov. Najprej smo preučili vpliv indukcije na fosforilacijo ACC 
(prenos western), nato pa še na sproščanje citokinov TNFα, IL-6 in IL-1β (ELISA). 
4.2.3.1 Učinek indukcije sinteze CA-AMPK in nCA-AMPK na fosforilacijo ACC 
Za potrditev aktivnosti CA-AMPK in nCA-AMPK smo najprej preučili vpliv indukcije 
z doksiciklinom na fosforilacijo ACC, ki je neposredni substrat AMPK [103]. Tako smo 
pričakovali, da bi se ob funkcionalnosti obeh encimov po indukciji z doksiciklinom 
povečala fosforilacija ACC. Celice 3G/iBMDM, CA/iBMDM in nCA/iBMDM smo 
tretirali 25 h, 48 h oziroma 72 h z različnimi koncentracijami doksiciklina. Lizate celic 
smo analizirali s prenosom western na dveh membranah. Na eni membrani smo 
detektirali fosfo-ACC (Ser79) in α/β-tubulin, na drugi membrani pa celokupni ACC ter 
α/β-tubulin. Slike membran smo analizirali s programom ImageJ in določili količino 
posameznih proteinov. Nato smo količino fosfo-ACC oziroma celokupne ACC 
normalizirali na količino α/β-tubulina na posamezni membrani. Na koncu smo 
izračunali še razmerja med normaliziranima količinama fosfo-ACC in celokupne ACC 
za posamezni vzorec, ki smo jih prikazali na histogramih. Rezultati so združeni po času 
indukcije in so prikazani na Slika 29-Slika 31.  
Slika 29: Učinek 25 h indukcije CA-AMPK in nCA-AMPK na fosforilacijo ACC. Prikazani so 
izseki membran (A) in histogram, ki prikazuje razmerje fosfo-ACC in celokupne ACC (B). Za 
NaDS-PAGE smo uporabili 6 % ločevalni gel. 
Pri kontrolni liniji 3G/iBMDM se je po 25 h tretiranju z doksiciklinom zmanjšala 
fosforilacija ACC glede na netretirane celice (Slika 29B). Podobno, a v manjši meri, se 
je zgodilo tudi pri liniji CA/iBMDM. Pri liniji nCA/AMPK je tretiranje z doksiciklinom 
po 25 h povečalo fosforilacijo ACC. Rezultat je nakazal, da smo z 0,5 µg/mL 
doksiciklina v 25 h inducirali fiziološko aktivnost nCA-AMPK pri liniji nCA/iBMDM. 
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Slika 30: Učinek 48 h indukcije CA-AMPK in nCA-AMPK na fosforilacijo ACC. Prikazani so 
izseki membran (A) in histogram, ki prikazuje razmerje fosfo-ACC in celokupne ACC (B). Za 
NaDS-PAGE smo uporabili 6 % ločevalni gel. 
Pri 48 h tretiranju z doksiciklinom se je povečala fosforilacija ACC pri vseh treh linijah 
(Slika 30B). Največje relativno povečanje fosforilacije smo opazili pri CA/iBMDM, 
kjer je sicer manjkala vrednost pri 0,1 µg/mL doksiciklinu, saj je na membrani manjkala 
lisa α/β-tubulina. Kljub opaženi povečani fosforilaciji ACC pri linijah CA/iBMDM in 
nCA/iBMDM, v tem primeru nismo mogli potrditi aktivnosti CA-AMPK in nCA-
AMPK, saj je bila močno povečana tudi fosforilacija ACC pri kontrolni liniji. 
Slika 31: Učinek 72 h indukcije CA-AMPK in nCA-AMPK na fosforilacijo ACC. Prikazani so 
izseki membran (A) in histogram, ki prikazuje razmerje fosfo-ACC in celokupne ACC (B). Za 
NaDS-PAGE smo uporabili 6 % ločevalni gel. 
Po 72 h indukcije z doksiciklinom se je pri kontrolni liniji 3G/iBMDM razpolovila 
fosforilacija ACC (Slika 31B). Pri liniji CA/iBMDM se je fosforilacija ACC zelo 
zmanjšala, a je ta vrednost verjetno posledica slabega stanja membrane (Slika 31A). Pri 
nCA/iBMDM se je fosforilacija ACC zelo povečala glede na netretirano kontrolo. 
Povečanje fosforilacije je koreliralo s koncentracijo doksiciklina. Rezultat pri 72 h 
indukciji je nakazal na fiziološko aktivnost nCA-AMPK, saj je doksiciklin pri kontrolni 
liniji zmanjšal fosforilacijo ACC.  
Z detekcijo fosforilacije ACC s prenosom western smo v grobem potrdili fiziološko 
aktivnost CA-AMPK pri 48 h indukciji ter fiziološko aktivnost nCA-AMPK pri 24 h in 
72 h indukciji. Pri teh pogojih je bila fosforilacija ACC izrazito večja pri linijah 
CA/iBMDM oziroma nCA/iBMDM, kot pa pri kontrolni liniji 3G/iBMDM. Rezultati 
nakazujejo, da sta inducirana encima fiziološko aktivna. Pri kontrolni liniji bi sicer 
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lahko določili, če že sam doksiciklin vpliva na fosforilacijo ACC, a so bili rezultati 
nekonsistentni. Za dokončno potrditev aktivnosti CA-AMPK in nCA-AMPK, bi morali 
analizo fosforilacije ACC ponoviti še večkrat. Pri kvantifikaciji fosforilacije ACC smo 
imeli nasploh precej težav, tudi zaradi heterogenega ozadja na membranah in šibkih lis. 
Težave so izhajale tudi iz same metode, saj smo zaradi velikosti ACC (265 kDa) za 
NaDS-PAGE uporabili 6 % gel, ki se je hitro deformiral. Težave se kažejo tudi pri 
bazalnem nivoju fosforilacije, ki se močno razlikuje med posameznimi linijami. 
4.2.3.2 Učinek indukcije CA-AMPK in nCA-AMPK na sproščanje citokinov 
Znano je, da aktivacija AMPK v makrofagih zavira vnetne poti, saj usmerja polarizacijo 
makrofagov v protivnetni fenotip [80]. Adenovirusna transdukcija makrofagov z 
zapisom za konstitutivno AMPKα1 je v literaturi učinkovito znižala sproščanje TNFα in 
IL-6 po stimulaciji z LPS [80]. Po tem zgledu smo preverili učinek indukcije CA-
AMPK in nCA-AMPK na sproščanje TNFα, IL-6 ter IL-1β. Za določitev učinka na 
sproščanje TNFα in IL-6 smo celice tretirali 14 h z doksiciklinom in jim nato dodali še 
LPS do koncentracije 100 ng/mL za 5 h. Za določitev učinka na sproščanje IL-1β smo 
celice tretirali 14 h z doksiciklinom, jih nato začetno stimulirali 4 h z 1 µg/mL LPS, na 
koncu pa aktivirali 1 h s 5 µM nigericinom. Sproščanje citokinov smo analizirali s 
testom ELISA (Slika 32). 
Slika 32: Učinek indukcije z doksiciklinom na sproščanje TNFα (A), IL-6 (B) in IL-1β (C) pri 
linijah 3G/iBMDM, CA/iBMDM in nCA/iBMDM. 
Pri sproščanju TNFα (Slika 32A) nismo opazili večjih razlik med linijami, saj je 
doksiciklin pri vseh rahlo povečal sproščanje TNFα. Pri sproščanju IL-6 (Slika 32B) se 
je linija nCA/iBMDM obnašala drugače od ostalih dveh, saj se je z naraščajočo 
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koncentracijo doksiciklina količina sproščenega IL-6 konstantno nižala glede na celice 
brez doksiciklina. Pri linijah 3G/iBMDM in CA/iBMDM pa je doksiciklin najprej 
povečal sproščanje IL-6, nato pa ga zmanjšal z naraščajočo koncentracijo, a količina 
sproščenega IL-6 ni nikoli padla pod nivo celic brez doksiciklina. Pri sproščanju IL-1β 
(Slika 32C) med linijami ni bilo izrazitih razlik, čeprav je nivo sproščenega IL-1β pri 
1 µg/mL doksiciklinu pri CA/iBMDM oziroma 0,1 µg/mL doksiciklinu pri 
nCA/iBMDM padel pod nivo pozitivne kontrole (LPS/NIG). Pri različnih 
koncentracijah doksiciklina nismo opazili trenda nižanja sproščanja citokinov, zato ne 
moremo potrditi tega učinka. Zanimivo je 10 µg/mL doksiciklin pri vseh treh linijah 
povečal sproščanje IL-1β. To nakazuje, da je bi morda lahko sam doksiciklin pri tej 
koncentraciji povečal občutljivost celic specifično na aktivacijo z nigericinom, saj tega 
efekta nismo zaznali pri sami stimulaciji z LPS (Slika 32A, B). V literaturi je zanimivo 
imel 20 µg/mL doksiciklin ravno nasproten učinek na aktivacijo NLRP3 z LPS in ATP 
pri mišjih makrofagih, saj je sam močno zmanjšal sproščanje IL-1β [115]. Sistem 
sprožitve izražanja z doksiciklinom sicer v laboratoriju pogosto uporabljamo in 
njegovih vplivov na kanonično aktivacijo NLRP3 nismo opazili [26]. 
Z začetnim testom nismo uspeli zanesljivo potrditi učinka CA-AMPK ali nCA-AMPK 
na sproščanje TNFα, IL-6 in IL-1β. V nadaljevanju smo se odločili podrobneje preučiti 
zgolj vpliv na sproščanje IL-6, saj smo tukaj dobili najbolj obetavne rezultate. 
Za ponovni eksperiment smo znižali koncentracije doksiciklina na 0,1 µg/mL in 
0,5 µg/mL. Celice smo tretirali 24 h, 48 h, 72 h z doksiciklinom, nato pa smo gojišče 
zamenjali v 25 ng/mL LPS za naslednjih 18 h. Rezultati sproščanja IL-6 na Slika 33 so 
za lažjo primerjavo normalizirani na netretirane celice in celice, stimulirane z LPS brez 
doksiciklina. 
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Slika 33: Učinek indukcije z doksiciklinom na sproščanje IL-6 pri stimulaciji z LPS. Celice smo 
tretirali 24 h (A), 48 h (B) ali 72 h (C) z 0,1 µg/mL in 0,5 µg/mL doksiciklinom, nato pa smo jih 
18 h stimulirali s 25 ng/mL LPS. 
Kljub variaciji različnih parametrov nismo uspeli potrditi vpliva indukcije CA-AMPK 
in nCA-AMPK na sproščanje IL-6 (Slika 33). Sproščanje IL-6 je bilo po tretiranju z 
doksiciklinom zmanjšano za približno 20-30 % pri vseh treh linijah, tudi kontrolni, 
različni koncentraciji doksiciklina pa sta imeli podoben učinek. Največjo razliko med 
linijami smo opazili pri 24 h indukciji z doksiciklinom (Slika 33A). Pri tem času je bilo 
sproščanje IL-6 pri liniji nCA/iBMDM znižano za 42 %, pri linijah 3G/iBMDM in 
CA/iBMDM pa za približno 25 %. S tem rezultatom smo lahko kvečjemu bežno 
nakazali na fiziološki učinek nCA-AMPK na sproščanje IL-6 v danih pogojih.  
Zmanjšano sproščanje IL-6 pri vseh treh linijah je verjetno posledica učinka 
doksiciklina na same celice. Znano je, da doksiciklin zavira proliferacijo mnogih 
človeških celičnih linij [116]. Ker smo iBMDM inkubirali z doksiciklinom do 3 dni, je 
možno, da so se celice v prisotnosti doksiciklina manj delile, kot v njegovi odsotnosti 
(LPS). Pri stimulaciji z LPS je bilo zato induciranih celic manj kot kontrolnih in so zato 
celokupno sprostile manj IL-6. Proliferacija celic med indukcijo je zagotovo vplivala na 
nivo IL-6, saj se je pri kontrolnih celicah, ki smo jih z doksiciklinom inducirali 72 h, 
absolutno gledano sprostilo skoraj še enkrat več IL-6, kot pri celicah, induciranih 48 h 
(neprikazani rezultati). Znano pa je tudi, da že sam doksiciklin v podobnih 
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koncentracijah, kot smo jih uporabili mi, lahko vpliva na delovanje vnetnih poti in 
zmanjša izražanje vnetnih citokinov, tudi TNFα in IL-6 [115, 117]. 
Pri indukciji z doksiciklinom pri linijah 3G/iBMDM, CA/iBMDM oziroma 
nCA/iBMDM smo dokazali da se pri preučenih pogojih sintetizirata CA-AMPK 
oziroma nCA-AMPK. Indukcija sinteze obeh proteinov je pri določenih pogojih 
povečala fosforilacijo ACC, s tem smo nakazali na potencialno fiziološko aktivnost 
obeh encimov. Indukcija CA-AMPK ni vplivala na sproščanje citokinov, indukcija 
nCA-AMPK pa je nakazala morebitno znižanje sproščanja IL-6. Da bi z gotovostjo 
potrdili aktivnost obeh proteinov, bi morali izvesti še dodatne teste in ponovitve. 
Rezultati so bili morda zakriti z vplivom doksiciklina na proliferacijo celic in vplivom 
na signalne poti, ki vodijo do sproščanja vnetnih citokinov. 
Uspešno smo pripravili stabilne linije imortaliziranih mišjih makrofagov, ki ob dodatku 
doksiciklina izrazijo konstitutivno aktivno varianto AMPK, njenega vpliva na 
sproščanje vnetnih citokinov pri danih pogojih nismo potrdili. Možno je, da je kljub 
temu, da opazimo povišano aktivnost AMPK, to povišanje zaradi nizke inducirane 
ekspresije ni dovolj, da bi opazili protivnetni učinek. 
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5 Razprava 
Čeprav je delovanje inflamasoma NLRP3 povezano z razvojem starostnih bolezni in 
kroničnega vnetja v starosti, pa ni jasno znano, katera od aktivacijskih poti inflamasoma 
NLRP3 sodeluje pri tem [38, 54, 58]. Spojine, ki podaljšujejo življenje in zdravo 
življenje pri modelnih organizmih, pogosto izboljšajo tudi funkcije tkiv in zmanjšajo 
sistemsko vnetje [59, 118]. Zato se nam je zdelo smiselno, da bi učinek spojin, ki 
podaljšujejo življenje, preučili tudi pri različnih poteh aktivacije inflamasoma NLRP3. 
Rezultati bi nam lahko omogočili razlikovati, na katere poti delujejo spojine in kako pri 
tem sodelujejo celični mehanizmi, ki posredujejo njihove učinke. Za delovanje smo 
izbrali spojine, ki aktivirajo avtofagijo (rapamicin, spermidin, spermin, resveratrol, 
kurkumin) ali aktivirajo AMPK (metformin, PT-1, AICAR), saj sta obe tarči povezani s 
pozitivnimi učinki omejitve vnosa energije na življenjsko dobo in staranje [62, 63, 66, 
72]. Delovanje AMPK je sicer povezano z metabolizmom, hkrati pa ta encim posredno 
aktivira tudi avtofagijo. Pri celicah smo najprej vzpostavili aktivacijske protokole za 
izbrane poti, nato pa smo sistematično preučili učinek spojin na različne poti akt ivacije 
inflamasoma NLRP3. Poleg spojin nas je zanimala tudi regulacija aktivnosti NLRP3 
neposredno z AMPK. V ta namen smo želeli pripraviti celično linijo makrofagov, ki bi 
izražala konstitutivno aktivno AMPK. Pri tej liniji bi lahko neposredno preučili učinke 
AMPK na različne aktivacijske poti inflamasoma NLRP3. 
5.1 Nekanonična aktivacija NLRP3 
5.1.1 Optimizacije nekanonične aktivacije NLRP3 
Najprej smo pri iBMDM optimizirali nekanonično aktivacijo inflamasoma NLRP3, ki 
jo posreduje kaspaza 11, ki zazna znotrajcelični LPS [30]. Nekanonično aktivacijo 
NLRP3 smo uspešno dosegli s transfekcijo celic z LPS s pomočjo transfekcijskega 
reagenta DOTAP po zgledu literature [31, 33]. Pri vzpostavitvi protokola smo testirali 
različne čase aktivacije z različnimi koncentracijami aktivatorjev in različno začetno 
stimulacijo. Za nadaljnje delo smo izbrali protokol, kjer smo celice začetno stimulirali 
4 h s Pam2CSK4 (agonist TLR2) in jih nato aktivirali 19 h s transfekcijo 2,5 µg/mL 
LPS s pomočjo DOTAP. Pri teh pogojih se je sprostilo največ IL-1β ob najvišjem 
odstotku celične smrti. Ta je bila precej višja, kot pri kasnejših poskusih s kanonično 
aktivacijo, kar se sklada z mehanizmom nekanonične aktivacije. Pri nekanonični 
aktivaciji že kaspaza 11 aktivira gasdermin D, ki tvori membranske pore in povzroči 
celično smrt [33]. Šele po tvorbi por gasdermina D se zaradi iztekanja K+ aktivira 
inflamasom NLRP3, ki preko kaspaze 1 aktivira IL-1β [30, 33]. 
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5.1.2 Ovrednotenje učinka spojin pri nekanonični aktivaciji NLRP3 
Ko smo vzpostavili protokol nekanonične aktivacije NLRP3, smo ovrednotili še učinek 
izbranih spojin na sproščanje IL-1β in celično smrt pri tem mehanizmu aktivacije 
NLRP3. Od preučenih spojin sta pri uporabljenih koncentracijah nekanonično aktivacijo 
NLRP3 najbolje inhibirala rapamicin (inhibitor mTOR, aktivator avtofagije) in PT-1 
(aktivator AMPK), ki sta zmanjšala sproščanje IL-1β in celično smrt [69, 99]. Podoben, 
a šibkejši, učinek sta pokazala tudi resveratrol in kurkumin, ki delujeta na več tarč [74, 
119]. Za te spojine smo tudi potrdili, da niso delovale citotoksično, zato smo sklepali, 
da je njihov učinek posledica specifičnega delovanja. To nakazuje, da avtofagija in 
AMPK (morda preko avtofagije) morda regulirata tudi delovanje kaspaze 11, ki je 
primarni sprožilec celične smrti pri nekanonični aktivaciji. Pomen kaspaze 11 kaže tudi 
učinek MCC950, ki je specifični inhibitor NLRP3 [50] in je zmanjšal sproščanje IL-1β 
brez zmanjšanja celične smrti pri nekanonični aktivaciji NLRP3. Zanimivo pa je CY-09, 
ki je tudi selektivni inhibitor NLRP3 [52], zmanjšal tudi celično smrt. Delovanje 
MCC950 se sklada z literaturo, CY-09 je prav tako inhibiral sproščanje IL-1β kot v 
literaturi, kjer pa ni bilo predstavljenega učinka na celično smrt pri nekanonični 
aktivaciji NLRP3 [49, 52]. Spermidin je zmanjšal sproščanje IL-1β pri nekanonični 
aktivaciji NLRP3, brez učinka na celično smrt, kar je nakazalo, da bi bilo lahko deloval 
kot specifični inhibitor NLRP3, podobno kot MCC950. Kasneje pa smo ugotovili, da je 
verjetno ta učinek kombinacija njegovega protivnetnega delovanja in citotoksičnosti, saj 
je s koncentracijsko korelacijo povečal litično celično smrt neaktiviranih celic. Spermin 
je sicer inhibiral sproščanje IL-1β in celično smrt pri nekanonični aktivaciji, a je pri 
višjih koncentracijah povečal celično smrt. Tudi zanj smo kasneje potrdili citotoksičnost 
na neaktiviranih celicah. Spermin in spermidin sta sicer nakazala inhibicijo nekanonične 
aktivacije NLRP3, a se je njun učinek kombiniral tudi s citotoksičnostjo, ki je bila 
pokazana že pri celičnih modelih prebavnega epitelija [107]. Zaradi citotoksičnosti smo 
v ostalih eksperimentih znižali njuno koncentracijo. AICAR in metformin, ki sta oba 
aktivatorja AMPK, sta zmanjšala sproščanje IL-1β pri nekanonični aktivaciji NLRP3, a 
sta hkrati povečala celično smrt in delovala citotoksično pri uporabljenih 
koncentracijah. 
Z vsemi testiranimi spojinami smo potrdili hipotezo, da lahko spojine, ki aktivirajo 
AMPK ali avtofagijo zmanjšajo sproščanje IL-1β pri nekanonični aktivaciji NLRP3. 
Rapamicin, PT-1, resveratrol in kurkumin so polega tega tudi znižali celično smrt pri 
nekanonični aktivaciji NLRP3. Rapamicin, resveratrol in kurkumin so se v literaturi že 
izkazali kot inhibitorji kanonične aktivacije NLRP3 [91, 104, 105, 120], mi pa smo 
njihov učinek pokazali tudi pri nekanonični aktivaciji NLRP3. 
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5.2 Kanonična aktivacija NLRP3 
5.2.1 Ovrednotenje učinka spojin na sproščanje IL-1β in celično smrt pri kanonični 
aktivaciji NLRP3 
V nadaljevanju smo se osredotočili na kanonično aktivacijo NLRP3, ki je najbolj 
preučena aktivacijska pot NLRP3. Ovrednotili smo učinek metformina, spermina in 
spermidina na sproščanje IL-1β in celično smrt. Ostalih spojin nismo podrobneje 
preučili, saj so zanje v literaturi že pokazali inhibicijo kanonične aktivacije NLRP3. 
Rapamicin in resveratrol sta preko aktivacije avtofagije zmanjšala sproščanje IL-1β in 
piroptozo pri kanonični aktivaciji NLRP3 pri makrofagih [91, 104]. Kurkumin je pri 
makrofagih zmanjšal zorenje IL-1β in sproščanje IL-18 pri kanonični aktivaciji NLRP3 
z LPS in nigericinom [105, 120]. MCC950 in CY-09 sta oba že inhibirala kanonično in 
nekanonično aktivacijo NLR3 pri mišjih makrofagih, oba pa sta delovala kot specifična 
inhibitorja NLRP3 [49, 52]. 
Za kanonično aktivacijo smo iBMDM začetno stimulirali z LPS (agonist TLR4), nato 
pa jih aktivirali z nigericinom ali z nano-SiO2. Pri kanonični aktivaciji z nigericinom se 
je sprostilo več IL-1β pri nižji celični smrti, kot pri nekanonični aktivaciji. To je veljalo 
tudi za aktivacijo z nano-SiO2, ki pa je bila šibkejša, kot aktivacija z nigericinom, saj se 
je sprostilo manj IL-1β. Aktivatorja se razlikujeta tudi po mehanizmu delovanja. 
Nigericin je antibiotik iz Streptomyces hygroscopicus in deluje kot ionofor za K+ in H+, 
v membranah tvori pore in povzroči iztok K+, ki aktivira NLRP3 [121]. Nano-SiO2 pa je 
delčkast aktivator, ki ga makrofagi fagocitirajo, a nato povzroči razlitje lizosomov in 
aktivacijo NLRP3 [10]. Pri kanonični aktivaciji NLRP3 smo opazili zanimiv učinek 
metformina, ki je pri obeh načinih aktivacije s koncentracijsko odvisnostjo povečal 
sproščanje IL-1β in celično smrt, hkrati pa na neaktiviranih celicah ni deloval 
citotoksično. To nakazuje, da je morda metformin povečal občutljivost makrofagov na 
aktivacijo z nigericinom in nano-SiO2, podobno, kot je bilo v literaturi pokazano za 
kanonično aktivacijo NLRP3 z ATP [108]. Spermin je pri aktivaciji z nigericinom 
zmanjšal sproščanje IL-1β, a je povečal celično smrt, pri neaktiviranih celicah pa je 
deloval citotoksično. Pri aktivaciji z nano-SiO2 pa je spermin zanimivo povečal 
sproščanje IL-1β pri koncentracijah, kjer ni deloval citotoksično. Spermidin je pri obeh 
načinih aktivacije zmanjšal sproščanje IL-1β, a je povečal celično smrt in je bil 
citotoksičen pri neaktiviranih celicah. Za spermin in spermidin tako težko sklepamo, če 
njun učinek posledica aktivirane celične smrti ali posledica inhibicije inflamasoma 
NLRP3. Možno je, da se pri uporabljenih koncentracijah prekrivata oba načina 
delovanja, zato bi bilo zanju smiselno podrobneje testirati še širši nabor koncentracij. 
Obe spojini sta že pokazali citotoksično delovanje pri celičnem modelu prebavnega 
epitelija [107], po drugi strani pa številne raziskave nakazujejo njun pozitiven učinek na 
staranje. Spermidin na primer ščiti srce in sinapse pred starostnimi spremembami, 
zavira vnetje in podaljšuje življenjsko dobo modelnih organizmov [67, 122]. 
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Za spermin in spermidin smo potrdili hipotezo, da spojine, ki aktivirajo avtofagijo, 
zmanjšajo sproščanje IL-1β pri kanonični aktivaciji NLRP3. Spojini sta sicer delovali 
citotoksično pri iBMDM in sta povečala celično smrt tudi pri kanonični aktivaciji 
NLRP3. Hipoteze nismo potrdili za aktivator AMPK metformin, saj smo opazili, da 
celo poveča sproščanje IL-1β in celično smrt pri kanonični aktivaciji NLRP3.  
5.2.2 Ovrednotenje učinka spojin na tvorbo agregatov ASC pri kanonični aktivaciji 
NLRP3 
Pri kanonični aktivaciji smo preučili tudi učinek izbranih spojin na tvorbo agregatov 
ASC, ki so značilni oligomerni kompleksi pri kanonični aktivaciji NLRP3 [13, 14]. 
Tvorbo agregatov ASC smo spremljali s fluorescenčno mikroskopijo pri makrofagih, ki 
izražajo fuzijski protein ASC-GFP. Ti agregati vizualno predstavljajo inflamasomski 
kompleks in služijo kot platforma za aktivacijo kaspaze 1 ter nadaljnje procesiranje pro-
IL-1β, pro-IL-18 in gasdermina D [123]. Za testiranje učinka spojin na tvorbo agregatov 
ASC smo izbrali koncentracije spermina, spermidina in kurkumina, ki so v predhodnih 
eksperimentih znižale sproščanje IL-1β. Delež celic z agregati ASC pri pozitivni 
kontroli je bil podoben deležu mrtvih celic, ki smo jo določili predhodno pri kanonični 
aktivaciji. S pomočjo fluorescenčne mikroskopije smo nakazali, da sta spermin in 
kurkumin zmanjšala tvorbo agregatov ASC pri kanonični aktivaciji NLRP3 z 
nigericinom. Pri spermidinu pa tega učinka nismo zaznali.  
5.3 Alternativna aktivacija NLRP3 
5.3.1 Ovrednotenje učinka spojin pri alternativni aktivaciji NLRP3 
Alternativno aktivacijo NLRP3 v širšem pomenu pojmujemo kot sproščanje IL-1β brez 
celične smrti, a odvisno od gasdermina D [37]. Učinek spojin na alternativno aktivacijo 
NLRP3 smo preučili pri transdiferenciranih celicah človeške linije BLaER1, pri katerih 
lahko z dolgotrajno stimulacijo z LPS dosežemo sproščanje IL-1β iz živih celic [34]. Ta 
sistem smo uporabili tudi, ker se celice pogosto uporabljene človeške monocitne linije 
THP-1 zanimivo na LPS ne odzovejo z aktivacijo inflamasoma [34]. Transdiferencirane 
celice BLaER1 smo aktivirali 14 h z 200 ng/mL LPS. Opazili smo, da so se celice na 
LPS odzvale s sproščanjem IL-1β brez celične smrti, aktivirane celice pa so imele 
močno povečano metabolično aktivnost, izmerjeno s testom XTT. To je bila verjetno 
posledica odziva makrofagov na LPS, ki usmerja polarizacijo makrofagov proti 
vnetnemu fenotipu, za katerega je značilna močno ojačena glikoliza [113]. Glikoliza je 
vir citosolnega NADH, ki se lahko uporabi za redukcijo XTT do obarvanega formazana 
pri testu XTT [87].  
Pri alternativni aktivaciji NLRP3 so rapamicin, resveratrol, kurkumin in PT-1 zmanjšali 
sproščanje IL-1β, ne da bi povzročili celično smrt. Hkrati so vse te spojine zmanjšale 
povečano metabolično aktivnost glede na stimulirane celice in niso bile citotoksične pri 
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nestimuliranih celicah. Za te spojine smo tako potrdili inhibicijo alternativne aktivacije 
NLRP3 z LPS in tako razširili spekter njihovega delovanja s kanonične in nekanonične 
aktivacije še na to pot [91, 104, 120]. Spermidin je pod koncentracijo 250 µM znižal 
sproščanje IL-1β in povečano metabolično aktivnost, hkrati pa na nestimulirane celice 
ni deloval citotoksično. To nakazuje, da je pri nižjih koncentracijah morda učinkovito 
inhibiral sproščanje IL-1β pri alternativni aktivaciji NLRP3. Spermin je zmanjšal 
sproščanje IL-1β, a je hkrati povečal celično smrt pri alternativni aktivaciji, bil pa je 
tudi močno citotksičen pri nestimuliranih celicah. Delovanje spermina je tako verjetno 
zakrito z njegovo citotoksičnostjo. Metformin je znižal sproščanje IL-1β, a je šibko 
povečal celično smrt pri alternativni aktivaciji. Pri nestimuliranih celicah metformin ni 
bil citotoksičen, zato smo sklepali, da kljub vsemu inhibira alternativno aktivacijo 
NLRP3. Zanimivo pa je AICAR, ki je neposredni aktivator AMPK, celo povečal 
sproščanje IL-1β pri alternativni aktivaciji NLRP3, ni pa deloval citotoksično.  
Z delovanjem rapamicina, resveratrola, kurkumina, spermina, spermidina, PT-1 in 
metformina smo potrdili hipotezo, da spojine, ki aktivirajo AMPK ali avtofagijo, 
zmanjšajo sproščanje IL-1β pri alternativni aktivaciji NLRP3. Tako smo pokazali, da 
mnoge od spojin, ki podaljšujejo življenje, inhibirajo tudi alternativno aktivacijo 
NLRP3, kar do sedaj še ni bilo preučeno. 
5.3.2 Optimizacija alternativne aktivacije NLRP3 pri iBMDM 
Pri celicah iBMDM smo želeli vzpostaviti učinkovit protokol za alternativno aktivacijo 
NLRP3 po zgledu literature [35]. Uporabili smo aktivatorje peptidoglikan, N-
acetilglukozamin, POVPC in PGPC. Testirali smo različne koncentracije aktivatorjev, 
različen čas aktivacije (6 h ali preko noči), pri nekaterih pa tudi različno začetno 
stimulacijo. S peptidoglikanom smo uspešno dosegli sproščanje IL-1β iz živih celic in s 
tem potrdili uspešno alternativno aktivacijo NLRP3. Za alternativno aktivacijo smo 
sicer potrebovali precej daljši čas (19 h) in desetkrat višjo koncentracijo PGN 
(250 µg/mL), kot v referenčnih člankih [21, 35]. Z drugimi aktivatorji nismo uspeli 
doseči profila alternativne aktivacije, še najbolj pa smo se mu približali pri aktivaciji 
NLRP3 s transfekcijo NAG, ki posreduje aktivacijski učinek peptidoglikana na NLRP3 
[21]. Ugotovili smo, da je NAG induciral sproščanje IL-1β boljše v kombinaciji z 
začetno stimulacijo z LPS, kot pa s Pam2CSK4. Sproščanje IL-1β smo dosegli že ob 6 h 
aktivaciji iBMDM, stimuliranih z LPS, s transfekcijo 100 mM NAG, vendar ob 
prisotnosti celične smrti. NAG bi sicer moral alternativno aktivirati NLRP3 brez celične 
smrti, zato nismo potrdili uspešne aktivacije [21, 35]. Smo pa pri aktivaciji z NAG 
dobili dobro izhodišče za nadaljnjo optimizacijo, saj bi lahko s še nižjo koncentracijo 
NAG ali krajšim časom inkubacije morda dosegli želen profil alternativne aktivacije 
NLRP3 pri iBMDM. Oksidirana fosfolipida POVPC in PGPC sta sicer že pri 6 h 
inkubaciji dobro aktivirala sproščanje IL-1β, a sta hkrati povzročila visok delež celične 
smrti. Kljub znižanju koncentracije POVPC in PGPC pri nadaljnji optimizaciji nismo 
dosegli sproščanja IL-1β brez celične smrti, kot so to dosegli v literaturi [22, 35]. 
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Naknadno smo ugotovili, da je bila težava pri delovanju POVPC in PGPC verjetno 
odsotnost govejega seruma v eksperimentalnem gojišču. Prisotnost nosilnih serumskih 
proteinov naj bi namreč povečala topnost obeh fosfolipidov in omogočila, da sodelujeta 
pri alternativni aktivaciji NLRP3. Profil, ki smo ga dosegli mi, pa je bolj ustrezal 
kanonični aktivaciji NLRP3 z delčkastimi aktivatorji.  
PGN je tako edini aktivator, s katerim smo dosegli želen profil alternativne aktivacije 
NLRP3 pri iBMDM, z delovanjem NAG pa smo dobili dobro izhodišče za dodatno 
optimizacijo. 
5.4 Priprava linij iBMDM, ki inducibilno izražajo CA-AMPK in 
nCA-AMPK 
V drugem delu magistrske naloge smo želeli pripraviti dve liniji iBMDM, ki bi 
inducibilno izražali konstitutivno aktivno AMPK. Naš namen je bil preučiti učinek 
AMPK na vnetne poti in na inflamasom NLRP3. Pri linijah bi lahko s stimulacijo 
aktivnosti AMPK tudi posnemali prekinjene režime omejitve vnosa energije, ki 
dokazano podaljšujejo življenje [59, 75]. 
S tehnikami molekulskega kloniranja smo pripravili gena za CA-AMPK in nCA-AMPK 
v vektorju pRetroX-TRE3G po zgledu literature, kjer so opisali pripravo konstitutivno 
aktivne mišje AMPKα1 [89]. Načrtovana proteina sta se razlikovala zgolj v N-končnem 
zaporedju, oba pa sta vsebovala aminokislinske ostanke 1-312 AMPKα1 divjega tipa in 
mutacijo Thr183Asp. Ta strukturno posnema fosforilacijo Thr183 v aktivacijski zanki, 
ki je potrebna za aktivacijo AMPKα1 [80, 89]. Konstitutivno aktivni varianti sta tudi 
skrajšani na C-koncu in tako nimata avtoinhibicijske domene ter domene za interakcijo 
z AMPKγ, zato sta bolj katalitično aktivni, hkrati pa delujeta kot monomera [89, 90]. 
Gena za CA-AMPK in nCA-AMPK pod z doksiciklinom inducibilnim promotorjem 
PTRE3GV smo vnesli v genom iBMDM z retrovirusno transdukcijo [83]. Uspešno smo 
izselekcionirali liniji CA/iBMDM, nCA/iBMDM ter kontrolno linijo 3G/iBMDM brez 
vnesenega konstrukta. Pri novih linijah smo analizirali, če lahko z doksiciklinom 
induciramo sintezo rekombinantnih proteinov in če sta oba proteina tudi fiziološko 
aktivna. 
5.4.1 Analiza indukcije CA-AMPK in nCA-AMPK z doksiciklinom 
Pri novih celičnih linijah smo testirali, če lahko z doksiciklinom induciramo sintezo 
obeh encimov. S pomočjo prenosa western smo potrdili, da je za uspešno sintezo CA-
AMPK in nCA-AMPK dovolj že 15 h indukcija z 0,1 µg/mL doksiciklinom. Z daljšim 
časom ali pri višji koncentraciji doksiciklina se je količina sintetiziranega encima še 
povečala. S tem smo potrdili hipotezo, da lahko pri celicah z integriranimi zapisi za CA-
AMPK oziroma nCA-AMPK z doksiciklinom induciramo sintezo obeh encimov. 
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5.4.2 Analiza fiziološke aktivnosti induciranih CA-AMPK in nCA-AMPK 
Ko smo potrdili uspešnost indukcije, smo želeli še potrditi, da sta oba sintetizirana 
encima funkcionalna v celicah. V ta namen smo najprej pri linijah s prenosom western 
ovrednotili učinek indukcije z doksiciklinom na fosforilacijo ACC na Ser79, ki jo 
izvede aktivna AMPK [76]. Kljub težavam pri kvantifikaciji, smo z rezultati nakazali, 
da sta oba inducirana encima verjetno tudi aktivna. Pri liniji CA/iBMDM se je po 48 h 
indukciji povečala fosforilacija ACC bolj, kot se je to zgodilo pri kontrolni liniji, pri 
liniji nCA/iBMDM pa se je pri 72 h indukciji tudi izrazito povečala fosforilacija glede 
na kontrolno linijo. Rezultati so bili med različnimi časi dokaj nekonsistentni, težava je 
bila tudi v tem, da je doksiciklin tudi pri kontrolni liniji 3G/iBMDM nekonsistentno 
induciral spremembe v fosforilaciji ACC. Težave verjetno izhajajo tudi iz same 
kvantifikacije, saj so imele lise na membranah pri prenosu western precej nehomogeno 
ozadje. 
Da bi potrdili aktivnost encimov smo želeli preveriti tudi učinek indukcije CA-AMPK 
in nCA-AMPK na sproščanje citokinov TNFα, IL-6 in IL-1β. Aktivna AMPK namreč 
zavira vnetne poti pri makrofagih, zaradi česar celice ob stimulaciji sproščajo manj 
vnetnih citokinov, kot so TNFα, IL-6 in IL-1β [80]. Pri začetnem testu smo opazili, da 
se po indukciji zmanjša le sproščanje IL-6 pri nCA/iBMDM, pri TNFα in IL-1β pa 
tekega učinka ni bilo. V nadaljevanju smo podrobeneje preučili učinek indukcije z 
doksiciklinom na sproščanje IL-6, vendar proti pričakovanjem nismo opazili izrazitega 
specifičnega učinka [80]. Problem je bil učinek doksiciklina, ki je pri vseh treh linijah 
sam po sebi znižal sproščanje IL-6, kar bi lahko bilo povezano z njegovim učinkom na 
proliferacijo celic ali na samo izražanje vnetnih citokinov [116, 117]. Da bi dokončno 
potrdili aktivnost CA-AMPK in nCA-AMPK so potrebna še nadaljnja testiranja. Ko 
bomo potrdili fiziološko aktivnost obeh encimov, bomo lahko pri linijah CA/iBMDM in 
nCA/iBMDM preučili vpliv AMPK na različne stopnje aktivacije NLRP3.  
En od problemov, ki bi lahko vplival na naše rezultate, je nizko izražanje integriranih 
genov. Pri prenosu western smo opazili, da je količina CA-AMPK in nCA-AMPK 
relativno majhna v primerjavi s količino endogene AMPKα1. Na podlagi tega bi lahko 
sklepali, da je učinek CA-AMPK in nCA-AMPK dokaj majhen v primerjavi z 
endogenim encimom in smo imeli zato težave z njegovo detekcijo. Pri člankih, po 
katerih smo se zgledovali pri pripravi obeh encimov, so učinek konstitutivno aktivne 
AMPKα1 na fosforilacijo ACC in sproščanje citokinov potrdili po transdukciji celic s 
pomočjo adenovirusov, kjer je bil zapis v adenovirusnem vektorju pod konstitutivnim 
promotorjem. Izražanje transgena je bilo tam zelo močno, saj se je sintetiziralo celo več 
konstitutivno aktivne variante kot pa endogene AMPK [71, 109]. Upoštevati moramo 
tudi možnost, da se encim sicer sintetizira, a ni pravilno zvit, zato ni aktiven. Smisel 
določanja aktivnosti je bil tudi ta, da bi ovrgli to možnost. Poleg tega je možno, da se 
encim nahaja v napačnem celičnem predelku in zato ne deluje na svoje tarče. Za 
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AMPKα2 so na primer pokazali, da se lahko nahaja tudi v jedru in njena lokalizacija 
pogojuje njene tarče [125].  
Pri delu torej še nismo potrdili hipoteze, da sta encima, ki se sintetizirata po indukciji, v 
celicah aktivna. Pri optimizaciji indukcije in potrjevanju aktivnosti CA-AMPK in nCA-
AMPK nas tako čaka še nekaj dela, preden bomo lahko preučili njun vpliv na NLRP3. 
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6 Zaključek 
Delovanje inflamasoma NLRP3 je v starosti povezano s sterilnim vnetjem, okvarjeno 
funkcijo tkiv in starostnimi boleznimi [58]. Aktivacija in regulacija NLRP3 ostajata 
omejeno razjasnjeni, znano pa je, da delovanje NLRP3 pomembno regulira avtofagija, 
ki jo lahko aktivira tudi AMPK [46, 75]. Delovanje AMPK in avtofagija pa zanimivo 
posredujeta tudi pozitivne učinke mnogih učinkovin, ki blagodejno vplivajo na staranje 
in podaljšajo življenje modelnih organizmov, hkrati pa delujeta protivnetno [59, 63].  
V magistrskem delu smo tako želeli izvesti presejalni test in preučiti učinek spojin, ki 
aktivirajo AMPK ali inducirajo avtofagijo, na različne poti aktivacije inflamasoma 
NLRP3. Pri celicah iBMDM smo po zgledu literature uspešno vzpostavili protokol za 
nekanonično aktivacijo NLRP3 s transfekcijo LPS v citoplazmo s pomočjo DOTAP. 
Pokazali smo, da spojine, ki aktivirajo AMPK (metformin, AICAR, PT-1) ali avtofagijo 
(rapamicin, spermidin, spermin, kurkumin, resveratrol) znižajo sproščanje IL-1β pri 
nekanonični aktivaciji NLRP3, nekatere od spojin (PT-1, rapamicin, kurkumin, 
resveratrol) pa so zmanjšale tudi celično smrt. Aktivatorja avtofagije spermin in 
spermidin sta znižala sproščanje IL-1β pri kanonični aktivaciji NLRP3 z nigericinom ali 
nano-SiO2, a sta delovala rahlo citotoksično. Aktivator AMPK metformin je v nasprotju 
s pričakovanji povečal odziv celic na kanonično aktivacijo NLRP3, saj je povečal 
sproščanje IL-1β in celično smrt. Za spermin in kurkumin, ne pa tudi za spermidin, smo 
s fluorescenčno mikroskopijo nakazali, da zmanjšata tvorbo agregatov ASC pri 
kanonični aktivaciji NLRP3 z nigericinom. Spojine, ki aktivirajo AMPK (metformin, 
PT-1) ali avtofagijo (rapamicin, resveratrol, kurkumin, spermin, spermidin) so tudi 
uspešno zmanjšale sproščanje IL-1β pri alternativni aktivaciji transdiferenciranih celic 
BLaER1 z LPS, kar smo pokazali med prvimi. Pri mišjih iBMDM smo s 
peptidoglikanom uspešno dosegli sproščanje IL-1β iz živih celic, kar smatramo za 
alternativno aktivacijo NLRP3. Z aktivatorji N-acetilglukozaminom, POVPC in PGPC 
pa nismo dosegli alternativne aktivacije NLRP3, saj je pri njih sproščanje IL-1β 
spremljala celična smrt. Celokupno gledano smo dobili dobre izhodne molekule za 
nadaljnje preučevanje regulacije delovanja inflamasoma NLRP3. S spojinami smo tudi 
potrdili hipotezo, da spojine, ki aktivirajo AMPK ali avtofagijo, zmanjšajo sproščanje 
IL-1β pri nekanonični, kanonični oziroma alternativni aktivaciji NLRP3. 
Poleg testiranja spojin smo pri delu želeli pripraviti tudi linijo iBMDM, ki inducibilno 
izraža konstitutivno aktivno AMPK. Pri tej liniji bi lahko neposredno preučili učinek 
AMPK na delovanje inflamasoma NLRP3 in druge vnetne poti. Uspešno smo pripravili 
celo dve liniji iBMDM, ki inducibilno izražata CA-AMPK (linija CA/iBMDM) oziroma 
nCA-AMPK (linija nCA/iBMDM), dve različni varianti konstitutivno aktivne AMPK. 
Pri obeh smo potrdili, da lahko z doksiciklinom induciramo sintezo posameznega 
encima, nismo pa uspeli nedvoumno potrditi njune fiziološke aktivnosti na fosforilacijo 
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ACC ali sproščanje vnetnih citokinov. Za dokončno potrditev aktivnosti CA-AMPK in 
nCA-AMPK bi bili potrebni še dodatni eksperimenti zaradi nespecifičnega vpliva 
doksiciklina in težav pri prenosu western ter kvantifikaciji fosforilacije. Ko bomo 
dokončno optimizirali indukcijo in potrdili fiziološko aktivnost CA-AMPK in nCA-
AMPK, bomo lahko preučili tudi njun učinek na različne stopnje in poti aktivacije 
inflamasoma NLRP3. Z občasno indukcijo CA-AMPK oziroma nCA-AMPK bomo 
lahko simulirali prekinjene režime omejitve vnosa energije in preučili njihove učinke na 
vnetje. Poleg AMPK in avtofagije sicer blagodejne fiziološke posledice omejitve vnosa 
energije na življenjsko dobo in celično zdravje posreduje tudi aktivacija deactilaz 
sirtuinov. Zato bi lahko na podoben način, kot smo to storili za AMPK, pripravili 
celične linije, ki inducibilno izražajo sirtuine. Na teh linijah lažje preučili povezavo med 
podaljševanjem življenja in delovanjem inflamasoma NLRP3. 
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8 Priloge 
P1 : Strukturne formule uporabljenih spojin, s pripadajočimi kodami v spletni bazi 
PubChem (prvi del). 
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P2: Strukturne formule uporabljenih spojin s pripadajočimi kodami v spletni bazi 
PubChem (drugi del). 
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P3: Aminokislinsko zaporedje CA-AMPK. Podčrtan je N-končni del, ki je drugačen, 
kot pri nCA-AMPK. Odebeljena je mutacija T183D glede na AMPKα1 divjega tipa. 
CA-AMPK ima molekulsko maso 38,7 kDa glede na spletno orodje ProtParam 
(ExPASy). 
MGYYHHHHHHDYDIPTTENLYFQGAMAEKQKHDGRVKIGHYILGDTLGVGTFGKVKVGK
HELTGHKVAVKILNRQKIRSLDVVGKIRREIQNLKLFRHPHIIKLYQVISTPSDIFMVM
EYVSGGELFDYICKNGRLDEKESRRLFQQILSGVDYCHRHMVVHRDLKPENVLLDAHMN
AKIADFGLSNMMSDGEFLRDSCGSPNYAAPEVISGRLYAGPEVDIWSSGVILYALLCGT
LPFDDDHVPTLFKKICDGIFYTPQYLNPSVISLLKHMLQVDPMKRAAIKDIREHEWFKQ
DLPKYLFPEDPSYSSTMIDDEALKEVCEKFECSEEEVLSCLY 
 
P4: Aminokislinsko zaporedje nCA-AMPK. Podčrtanih je 12 N-končnih aminokislin, ki 
so pri CA-AMPK zamenjane z drugačnim zaporedjem. Odebeljena je mutacija T183D 
glede na AMPKα1 divjega tipa. nCA-AMPK ima molekulsko maso 37,0 kDa glede na 
spletno orodje ProtParam (ExPASy). 
MRRLSSWRKMATAEKQKHDGRVKIGHYILGDTLGVGTFGKVKVGKHELTGHKVAVKILN
RQKIRSLDVVGKIRREIQNLKLFRHPHIIKLYQVISTPSDIFMVMEYVSGGELFDYICK
NGRLDEKESRRLFQQILSGVDYCHRHMVVHRDLKPENVLLDAHMNAKIADFGLSNMMSD
GEFLRDSCGSPNYAAPEVISGRLYAGPEVDIWSSGVILYALLCGTLPFDDDHVPTLFKK
ICDGIFYTPQYLNPSVISLLKHMLQVDPMKRAAIKDIREHEWFKQDLPKYLFPEDPSYS
STMIDDEALKEVCEKFECSEEEVLSCLY 
 
 
 
